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RESUMO

Nishimura, Luciana Sigueta. Efeito da suplementacdo cronica de leucina nas vias de
sinalizacdo da sintese e degradacdo proteica no tecido muscular de ratos destreinados
submetidos a restricdo calorica. Tese de doutorado. Programa de P6s-Graduacdo em
Ciéncias dos Alimentos — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Universidade de S&o Paulo,
Sdo Paulo, 2014.

INTRODUCAO: O destreinamento fisico estd relacionado com alteragdes moleculares
associadas a perda de massa muscular, rapido acréscimo da massa adiposa, ganho de peso e
resisténcia a insulina. Estudos apontam que a restricdo calorica reduz a gordura corporal,
contudo, associada com a inatividade fisica, altera o metabolismo proteico acelerando o
catabolismo muscular. Nesse sentido, estudos com suplementacdo de aminoacidos essenciais,
em especial a leucina, observam aumento na sintese proteica e reducdo da degradacdo
proteica em situacOes de restricdo ou recuperacdo nutricional. Dessa forma sugere-se que a
restricdo calorica associada a suplementacdo com leucina poderia atenuar os efeitos
desencadeados pelo destreinamento fisico. OBJETIVO: Investigar a influéncia da
suplementacdo cronica de leucina na via de sinalizacdo da sintese proteica e degradacdo
proteica no tecido muscular a partir de pardmetros moleculares em ratos destreinados,
submetidos & restricdo caldrica. METODOS: Foram utilizados 64 ratos Sprague-Dawley
machos e adultos, inicialmente distribuidos em 2 grupos: Controle (CON) (n = 16)
representados pelos animais sedentarios, e Treinamento (TREIN) (n = 48) que foram
submetidos ao treinamento em esteira ergométrica durante oito semanas. Ap0s esse periodo,
os animais foram redistribuido em 6 grupos: Sedentario (SED), Treinamento (TREIN),
Destreinamento (DT), Destreinamento + Leucina (LEU), Destreinamento + Restri¢do
Caldrica (DTRC) e Destreinamento + Restricdo Caldrica + Leucina (DTRC + LEU). Foram
analisados massa corporal, consumo da ragdo, composic¢ao corporal, sensibilidade a insulina
bem como os marcadores de inflamagéo (IL-6; IL-10; MCP-1; TNF-a; 1L-1a; PAI-1; leptina;
adponectina) e parametros moleculares como genes e proteinas envolvidas na via de
sinalizacdo da sintese protéica (mMTOR, P-4EBP1, P-s6K1 e elF4E); degradacdo proteica
(MAFBx e MURF) além de transportadores de aminoéacidos (LAT-1 e SNAT 2 e CD98).
ESTATISTICA: Os valores foram expressos em média e desvio padrdo. As comparacdes
entre os grupos apds o periodo de destreinamento fisico foram avaliadas por meio de analise
de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey. Em todas as andlises foi considerado nivel
de significancia de 5%. A analise estatistica foi realizada no software SPSS versdo 17.0.
RESULTADOS: Em relacdo a composic¢édo corporal, foi observada diferenca estatisticamente
significativa na gordura corporal e massa livre de gordura entre os grupos DTRC e
DTRC+LEU, em relagcdo aos demais grupos experimentais. Porém ndo houve diferenca
estatistica entre o DTRC e DTRC+LEU. No entanto ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa quando avaliado a proteina da carcaga. Em relacdo aos
parametros moleculares, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos, quando avaliada a expressao de proteinas relacionadas com a via de sinalizacdo de
sintese proteica (MTOR, P-4EBP1, P-s6K1 e elF4E) e transportadores de leucina (LAT-
1;SNAT-2;CD(98). Quanto avaliada a expressdo génica da via de degradacgdo, foi observada
uma menor expressao do gene MURF quando suplementado com leucina, porém sem
diferenca estatisticamente significativa. CONCLUSAO: A restricao caldrica associada com a
suplementacdo com leucina foi efetiva na reducdo da gordura corporal, e aumento da massa



livre de gordura, porém ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos
DTRC e DTRC+LEU, tampouco quando avaliada a proteina da carcaca desses animais. Dessa
forma, pode-se concluir que a suplementacdo crénica com leucina ndo reverteu os efeitos
desencadeados pelo destreinamento fisico, e, além disso, ndo foi suficiente para alterar os
parametros moleculares envolvidos na via de sinalizacdo de sintese e degradacdo proteica
desses animais.

Palavras-chave: Aminodcidos de cadeia ramificada; Composicdo corporal; Destreinamento

fisico



ABSTRACT

Nishimura, Luciana Sigueta. Effect of chronic supplementation of leucine in signaling
pathways of protein synthesis and degradation in muscle tissue of detrained rats
subjected to caloric restriction. Doctoral Dissertation. Graduate Program in Food Sciences —
Faculty of Pharmaceutical Sciences. University of Sao Paulo, Sao Paulo, 2014.

INTRODUCTION: Physical detraining is related to molecular changes associated with loss
of muscle mass, rapid increase in fat mass, weight gain and insulin resistance. Studies show
that caloric restriction reduces body fat; however, associated with physical inactivity, it alters
protein  metabolism accelerating muscle catabolism.  Accordingly, studies with
supplementation of essential amino acids, particularly leucine, observed increase in protein
synthesis and reduced protein degradation in situation of nutritional restriction or recovery.
Thus, it is suggested that caloric restriction associated with leucine supplementation could
attenuate the effects triggered by physical detraining. OBJECTIVE: To investigate the
influence of chronic leucine supplementation in the signaling pathway of protein synthesis
and degradation in muscle tissue from molecular parameters in detrained rats, subjected to
caloric restriction. METHODS: Sixty-four adult male and female Sprague-Dawley rats were
used, initially divided into 2 groups: Control (CON) (n = 16) represented by sedentary
animals, and Trained (TRAIN) (n = 48) who underwent treadmill training for eight weeks.
After this period, the animals were re-distributed into 6 groups: Sedentary (SED), Trained
(TRAIN), Detrained (DT), Detrained + Leucine (LEU), Detrained + Caloric Restriction
(DTRC) and Detrained + Caloric Restriction + Leucine (DTRC + LEU). Body mass, food
consumption, body composition, insulin sensitivity were analyzed, as well as inflammation
markers (IL-6; IL-10; MCP-1; TNF-o; 1L-1a; PAI-1; leptin; adiponectin) and molecular
parameters, such as genes and proteins involved in signaling pathways of protein synthesis
(mTOR, P-4EBP1, P-s6K1 and elF4E); protein degradation (MAFBx and MURF) and also
amino acid transporters (LAT-1, SNAT 2 and CD98). STATISTICAL ANALYSIS: Values
were expressed as mean and standard deviation. Analysis of variance (ANOVA) was used for
comparisons between groups after physical detraining, followed by Tukey’s test. A 5%
significance level was considered in all analyses. Statistical analysis was performed using
SPSS software, version 17.0. RESULTS: In relation to body composition, a statistically
significant difference was observed in body fat and fat free mass between groups DTRC and
DTRC+LEU, compared with other experimental groups. However, there was no statistical
difference between groups DTRC and DTRC+LEU. Nevertheless, no statistically significant
difference was found when carcass protein was assessed. In relation to molecular parameters,
no statistically significant difference was observed between groups, when protein expression
related to the signaling pathway of protein synthesis (nTOR, P-4EBP1, P-s6K1 and elF4E)
and leucine transporters (LAT-1;SNAT-2;CD(98) was assessed. When gene expression of the
degradation pathway was investigated, a lower expression of gene MURF was found with
leucine supplementation; however, this was not statistically different. CONCLUSION:
Caloric restriction associated with leucine supplementation was effective in reducing body fat,
and increasing fat free mass; however, no statistically significant difference was found
between groups DTRC and DTRC+LEU, nor when carcass protein of these animals was
assessed. Therefore, it was concluded that chronic leucine supplementation did not reverse the
effects triggered by physical detraining and, in addition, it was not sufficient to change the



molecular parameters involved in the signaling pathway of protein synthesis and degradation
of these animals.

Keywords: Branched-chain amino acids; Body composition; Physical detraining
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1 INTRODUCAO

O treinamento fisico (TF) € considerado uma importante intervencdo na melhoria de
qualidade de vida da populacdo em geral (HASKELL, 2007), utilizada como tratamento ou
diminuicdo de risco para o desenvolvimento de doengas cronicas ndo transmissiveis, como
obesidade, diabetes mellitus tipo I, e doencas relacionadas ao aumento da resisténcia a
insulina (PERES et al., 2005). Estd bem estabelecido na literatura que o TF melhora a
sensibilidade periférica a insulina nos musculos e no tecido adiposo, além de diminuir o
depdsito de gordura visceral e subcutaneo (ARNER, 1995; LUCIANO et al., 2002).

Nesse sentido, o exercicio fisico esta relacionado com a melhora de algumas funcGes
metabolicas e hormonais em diversos tecidos (PERES et al., 2005). O tecido muscular, por
exemplo, é responsivo a acdo da insulina (LUCIANO et al., 2002), e a pratica regular de
exercicio fisico aumenta a captacdo de glicose por este tecido (FROSIG, 2007). Além disso,
estudos apontam que o exercicio fisico pode estimular vias que regulam o equilibrio
energético celular, a biogénese mitocondrial, a transcricdo génica e a sintese proteica
(BODINE et al., 2001).

Mais especificamente, o TF de forca promove aumento na forca, na area seccional da
fibra muscular (HASTEN et al., 2000; BALAGOPAL et al., 2001) e nas quantidades de
proteinas miofibrilares, como miosina e actina. J4 o TF de endurance é caracterizado pela
resisténcia a fadiga, devido, em parte, a0 aumento da capacidade oxidativa resultante do
aumento de proteinas mitocondriais (MORGAN et al., 1971; FINK et al., 1977). Estudos
apontam que tanto o exercicio fisico de forca (MORGAN et al., 1971; FINK et al. 1977),
quanto o de endurance (CARRARO et al.,, 1990; SHEFFIELD-MOORE et al., 2004),
estimulam a sintese proteica muscular.

Em estudo realizado em humanos, utilizando cicloergbmetro com membro inferior, a
67% do VO,max., foi observada estimulacdo de sintese de proteinas miofibrilares e
sarcoplasmaticas (MILLER et al., 2005). No trabalho de Sheffield-Moore et al. (2004), foi
observado que o exercicio aerobio, a 40% do VO,max., resultou em aumento da sintese
proteica muscular em individuos adultos e idosos.

Além de suas caracteristicas eminentemente oxidativas, 0s exercicios de endurance
podem ser considerados como exercicios de forca de baixa intensidade, visto que, nesta

modalidade, o individuo, ao se exercitar, utiliza seu proprio peso, sendo, assim, efetivo na
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melhora da forca. Mudancas na sintese proteica muscular no exercicio de endurance séo
relevantes também para a reparacdo do tecido e para a remodelagdo, assim como para
mudancas na sintese de proteinas mitocondriais (BURD, 2009).

Em relacdo aos parametros moleculares, Mascher et al. (2007) verificaram aumento da
fosforilacdo de proteinas envolvidas na via de sinalizacdo da sintese proteica no masculo de
humanos submetidos a exercicio de endurance, com 75% VO, méx.

Por vezes, e por diversas razOes, o TF é cessado e inicia-se um periodo de
destreinamento fisico (DF), isto &, a inatividade fisica ocasionada pelo repouso e/ou pela
imobilizacdo, que também pode ser definido como perda parcial ou completa das adaptagdes
anatémicas, fisiologicas e de desempenho induzida pelo TF (MUJIKA & PADILLA, 2000). A
interrupcao repentina do TF pode ser causada por lesdes (ou algum outro tipo de injuria),
periodo de férias, transi¢do da fase do ciclo de treinamento ou, até mesmo, término da carreira
esportiva (MUJIKA & PADILLA, 2000).

Mujika & Padilla (2000) classificam o DF de curto prazo como aquele de até 4 semanas,
ja o DF de longo prazo € aquele com mais do que 4 semanas de destreinamento. Algumas
caracteristicas do DF ndo sdo necessariamente as mesmas encontradas em individuos ja
treinados ou que estejam iniciando o TF. Assim, em individuos altamente treinados podem ser
observados reducdo da atividade da lipase lipoproteica, aumento do lactato sanguineo e
consequente reducdo do seu desempenho devido ao DF de curto prazo.

O DF em longo prazo pode representar aumento das fibras oxidativas em detrimento das
fibras rapidas (tipo I1), em atletas de forca e bodybuilding, diminuicdo das fibras tipo I, em
remadores, e nenhuma mudanca nas fibras de dancarinos e jogadores de futebol. Grande
mudanca nas fibras tipo 1l “a” e “b” foi observada em ciclistas e corredores (LARSSON &
ANSVED, 1985; AMIGO et al., 1998). J4 em individuos que iniciaram o TF, a mudanca nas
fibras tipos | e Il, a reducdo da &rea sobre a curva e a perda de massa magra tém sido
observadas com o DF de longo prazo (KLAUSEN, ANDERSEN, PELLE, 1981).

Ouro estudo demonstrou que os efeitos do DF ou da imobilizagdo séo observados 7 a 14
dias apdés o exercicio de endurance. Malek et al. (2010) observaram que 7 dias de
destreinamento do treinamento de endurance ocasionam reducao na capilarizacdo no musculo
soleo de ratos, relacionada com a producao de energia mitocondrial.

De forma geral, o DF pode resultar em consideravel perda de massa muscular (BOOTH,

1982; BOOTH 1983), rapido acréscimo da massa adiposa, ganho de peso e resisténcia a
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insulina, tanto em humanos, quanto em animais (YASARI et al., 2007; YASARI et al., 2006;
KUMP & BOOTH,2005; PETIBOIS et al., 2004).

Nesse sentido, consequéncias funcionais e morfoldgicas incluem diminuicdo da area
seccional de fibras e do teor de proteinas, reducdo de forca e poténcia e aumento da
fatigabilidade e da resisténcia a insulina (BOOTH, 1982; BOOTH, 1983). Além disso, o DF é
capaz de reduzir a forca muscular, a agilidade, a flexibilidade e o balanco estatico, resultando
no comprometimento da qualidade de vida dos individuos (BOCALINI et al., 2010).

A perda de massa muscular ocorre devido ao desbalango entre a sintese e a degradacao
proteicas. Esse desequilibrio pode ocorrer devido & diminuicdo da sintese, ao aumento da
degradacéo ou pela combinagdo de ambos (LITTLE, 2009). Grande parte dos estudos destaca
a protedlise como o fator principal relacionado a perda muscular. Porém, Little (2009) relata
que a diminuicdo da massa magra muscular estd mais relacionada com a diminuicdo da
sintese proteica, em relacdo ao aumento da degradagdo, e, além disso, aponta a sintese
proteica mais responsiva a intervengdes externas como alimentacao e exercicio fisico.

Estudo desenvolvido com o objetivo de descrever os efeitos da interrupcdo do
treinamento sobre o perfil lipidico e o0 comportamento morfologico em atletas de endurance
mostrou que, ap6s 52 semanas da cessacdo do exercicio fisico, 0s sujeitos aumentaram em
70% a quantidade de gordura corporal inicial — que foi acompanhada do aumento significativo
do indice de massa corporal (IMC) e da reducdo na massa corporal magra. Mostrou, também,
que o DF foi capaz de reverter todos os beneficios causados pelo TF sobre o perfil lipidico
(PETIBOIS et al., 2004).

Ainda sobre a composigéo corporal, Woo et al. (2011) verificaram que 12 semanas de
DF ocasionaram aumento do IMC e do percentual de gordura em meninas coreanas com
sobrepesos. Entretanto, esses resultados ndo foram observados no grupo que continuou o
programa de TF. Liu et al (2008) verificaram, em atletas de caiaque, que 4 semanas apos a
interrupgdo do TF, houve aumento da circunferéncia abdominal associado com a redugédo da
massa corporal e do IMC. Nesse sentido, os autores especulam que o aumento da
circunferéncia abdominal, sem a elevacdo da massa corporal, ocorreu devido a reducdo de
massa muscular.

Chen et al. (2006) verificaram que, apos 2 meses de DF, foi observado aumento da
concentracdo plasmatica de insulina em dancarinas, apesar de ndo apresentar mudancas
significativas na massa corporal. Ainda, Lo et al. (2011) avaliaram a mudanga na composi¢ao

corporal de individuos homens jovens, ap6s o destreinamento de exercicios de forca e
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endurance, e verificaram que, com o exercicio de endurance, houve diminuicdo da massa
magra, retornando aos valores de baseline, apos o periodo de destreinamento.

Além disso, estudos verificaram relacdo com a adiposidade e o aumento da degradacéo
proteica. Os estudos apontam aumento do turnover proteico e, portanto, balanco proteico
negativo em pacientes obesos comparados aos eutréficos (CHEVALIER et al., 2005;
MARCHESINI et al., 2000). Isso sugere prejuizo no metabolismo proteico durante a
obesidade, ocasionando diminui¢cdo na massa magra, devido ao aumento da degradacédo
proteica. Estudo de Marchesini et al. (2000) verificou aumento na concentracéo plasmatica de
aminoacidos de cadeia ramificada (ACR), em pacientes obesos. Essa hiperaminoacidemia é
observada devido ao aumento do catabolismo proteico, que pode ser explicado pela redugéo
de atividade ou concentracdo de enzimas envolvidas no metabolismo desses aminoacidos
(SHE et al., 2007).

Nesse sentido, 0 aumento do tecido adiposo, observado apds periodo de DF, pode
induzir a producdo de citocinas inflamatorias e estas, por sua vez, podem aumentar a
degradacéo proteica (FONSECA-ALANIZ et al., 2007). Consequentemente, ocorre aumento

da degradacédo em relacdo a sintese, diminuindo, assim, a massa muscular (Figura 1).

INFLAMACAO NO MUSCULO ESQUELETICO
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Figura 1. Vias de sinalizacdo da sintese proteica e inflamagdo no musculo. Adaptado de Nicastro et
al. (2012).

A inflamacgdo no musculo esquelético pode aumentar a expressdo e a atividade do fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a), espécies reativas de oxigénio (ERO), interleucina 6 (IL-6), e do fator de
transcricdo nuclear (NF-xB), que, por sua vez, podem contribuir para a degradagéo proteica.
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Em relacdo aos pardmetros moleculares, estudo em ratos aponta que o DF ¢é
acompanhado por diminui¢do na expressdao do receptor de insulina (IR), da fosforilacdo em
tirosina do IR, da fosforilacdo da Akt e da concentragdo de GLUT-4, apo6s estimulo com
insulina em mausculo esquelético, apontando relacdo entre as alteracfes intracelulares e a
reducdo a sensibilidade a insulina com o DF (KUMP & BOOTH, 2005). Bajollo et al. (2010)
verificaram, em ratos submetidos a suspensdo do membro posterior, perda significante de
proteinas miofibrilares, RNA total e rRNA, atrofia no musculo séleo e diminuicdo de
proteinas envolvidas na via de sinalizacdo da sintese proteica, como proteina quinase
ribossomal de 70 Kd (p70S6k) e proteina alvo da rapamicina em mamiferos-1 (mTOR).

A partir dos estudos apontados, observou-se que o DF esta relacionado com alteracbes
moleculares associadas ao ganho de massa corporal, ao aumento do tecido adiposo e da
resisténcia periférica a insulina e a diminuicdo da massa magra. Dessa forma, medidas
preventivas devem ser adotadas para minimizar essas alteracbes, como a alimentacdo e a
manutencdo parcial do exercicio fisico (LIU et al., 2008; YASARY et al., 2007; SHEPARD
etal., 2001).

Neste sentido, estratégias nutricionais, como restricdo caldrica (RC) — ingestdo de
calorias abaixo do ad libitum, sem desnutri¢cdo — tém sido indicadas para minimizar efeitos do
DF. Os efeitos benéficos da RC estdo relacionados com a redugdo da massa adiposa, a
melhora da sensibilidade a insulina em diversos tecidos e a reducgdo do risco de inflamaces
crénicas do organismo (GENARO et al., 2009; YE & KELLER, 2010).

Apesar dos beneficios observados com RC, fatores, como o tempo de intervencédo e o
percentual de restricdo podem levar a resultados distintos. Em grande parte dos estudos, foi
realizada a RC de 20 a 45% de restricdo, e em periodo que variou de 20 semanas a 12 meses.
Em estudos realizados em animais idosos, com 40% RC durante 2 meses, foi observada
reducdo da massa adiposa e da razdo gordura/massa magra (YOU et al., 2007). Em ratos
magros com a RC de 40 a 45%, durante 20 dias, 12 semanas ou 4 meses, foi observada
reducdo da massa adiposa (DING ET AL.; DAVIDSON ET AL., 2002; CHEN et al., 2010).
Yamashita et al. (2010) também observaram o mesmo resultado, quando restringiram a
alimentacdo em 20% durante 10 semanas.

Em humanos obesos, Ahmadi et al. (2011) observaram que a RC de 30%, durante 7
meses, reduziu a massa adiposa dos individuos. Em humanos magros e com sobrepeso e com

RC de 25%, durante 4 ou 6 meses de intervengdo, também foi observada redugéo do tecido
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adiposo; no entanto, com intervengdo mais longa, verificou-se reducdo da massa magra desses
individuos (LARSON-MEYER ET AL., 2006; REDMAN et al., 2010). Em termos caldricos,
a reducdo de 700 kcal a 1.000 kcal diarias, durante 4 meses de intervencédo, resultou em
reducdo da massa muscular em humanos (JANSSEN, 1999).

Em relagcéo aos pardmetros moleculares, a falta de nutrientes, em casos de RC, por
exemplo, pode ativar adenosina monofosfato (AMP) quinase-activated (AMPK) e
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD+) dependentes de desacetilases, tal como o
Sirtuina 1 (SIRT1), que, por sua vez, inibe a via da proteina alvo de rapamicina (mTOR),

podendo levar a diminuigdo da sintese proteica (INOKI, 2008).
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Figura 2. Interagdo entre mTOR e outras vias relacionadas a longevidade. Adaptado de Johnson
(2013).

No entanto, dados epidemiolégicos e experimentais indicam que a dieta desempenha
papel central no desenvolvimento de doencas cronicas associadas a idade e ao
envelhecimento. Estudos realizados em animais sugerem que 0 grau e o0 tempo de restrigéo
calérica (RC), bem como a composicdo da dieta, desempenham papel importante na
promogéo da saude e da longevidade — e que ndo apenas a ingestdo de calorias € importante
na longevidade. Os dados de estudos em humanos indicam que RC em longo prazo, com

ingestdo adequada de nutrientes, resulta em diversas adaptacdes metabdlicas que reduzem o



30

risco de desenvolver diabetes tipo 2, hipertenséo arterial, doengas cardiovasculares e cancer.
No entanto, € possivel que alguns dos efeitos benéficos para a saide metabolica ndo sejam
inteiramente devido a RC, mas decorrentes de dietas de alta qualidade consumidas pelos
praticantes de RC (RIZZA, 2013).

Estudo de Mattos-Neto (2011), realizado em nosso laboratdrio, observou que o DF
promoveu aumento da ingestdo de racdo, quando comparado aos grupos sedentario e treinado,
porém foi observado consumo alimentar menor, quando comparado ao grupo destreinado
suplementado com leucina. Este aumento do consumo, observado principalmente nas trés
primeiras semanas de cessacdo de TF, favoreceu o rapido ganho de massa corporal e de tecido
adiposo nesses animais. Além disso, observou-se que o DF promoveu diminuicdo de
adipocinas anti-inflamatéria, representando uma condicao pré-inflamatoria.

Em paralelo ao presente estudo, foi realizado outro, com 0os mesmos animais e modelo
experimental do presente trabalho, no qual se avaliou o coeficiente de eficiéncia metabdlica,
que indica quantos gramas de ragdo ingeridos pelo animal foram necessarios para cada grama
de peso aumentado. Foi observado que o grupo submetido ao DF apresentou coeficiente de
eficiéncia menor em comparacao aos grupos SED e TREIN, indicando que o animal ingeriu
menor quantidade para ganhar peso equivalente, em relagdo aos demais grupos (PEDROSO,
2013). Além disso, nesse trabalho, verificou-se que a RC de 30% foi capaz de minimizar o0s
efeitos deletérios ocasionados pela interrupcéo do TF, evitando o ganho de peso e de gordura
corporal, aumentando a sensibilidade a insulina e reduzindo marcadores inflamatorios.

Por outro lado, estudos apontam que a RC, associada com o sedentarismo, altera o
metabolismo proteico, acelerando o catabolismo muscular (BIOLO et al., 2007). A reducéo de
massa magra, observada na RC implica, em balanco proteico negativo. Existem mecanismos
gue provocam esse balanco negativo, e, destes, alguns sdo mediados pela proteina dietética.
Os mecanismos envolvidos sao: o elevado catabolismo, devido a RC a partir do up-regulation
de enzimas catabdlicas (GARLICK et al., 1991; VILLAREAL et al., 2011); a quantidade
inadequada de proteina na dieta e, consequentemente, a reducdo da sintese proteica
(CUTHBERTSON et al., 2005; GLYNN et al., 2010); a redugdo do numero de ingestbes de
refeicdes com proteinas no dia e, portanto, a redugdo do nimero de picos de sintese proteica
(SLATER & PHILLIPS, 2011); e a reducéo da sintese proteica devido a qualidade da proteina
ingerida na refeicdo (TANG et al., 2009; TANG & PHILLIPS, 2009).

Dietas com maior propor¢do de proteina ingerida, acima da ingestdo dietética

recomendada (RDA) (0,8g.kg™.d™") promovem maior perda de peso, reducéo de gordura
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corporal e reducdo da perda de massa magra durante a RC, quando comparadas a dietas com
menor ingestdo de proteinas.

Uma dieta com alta concentracdo de proteina é considerada com 30% da energia total
diaria de proteina, 40% de carboidratos e 30% de gordura, com ingestdo calorica de 1.400
kcal/dia para mulheres e 1.600 kcal/dia para os homens. Vale ressaltar que uma dieta padrao €
composta por 15% da energia total diaria de proteina, 55% de carboidratos e 30% de gordura.

Em mulheres obesas saudaveis, ap6s 12 semanas de RC, foi observada reducdo da
massa livre de gordura (FARNSWORTH et al., 2003). Nesse sentido, a mesma intervencao,
em periodo de 21 dias, também em mulheres obesas saudaveis, permitiu observar o mesmo
resultado na composicgéo corporal (PIATTI et al. 1994).

Donato et al. (2006) verificaram que o aumento de ingestdo de leucina em 50%
resultou em menor teor de gordura corporal e maior concentracdo de RNA proteina no
musculo em ratos.

Em estudo piloto, realizado inicialmente para determinacdo de alguns parametros do
presente trabalho, verificou-se que a suplementacdo de leucina resultou na melhora do estado
nutricional de proteinas, além de aumentar os niveis de IL-6 na circulacdo e regular o
metabolismo hepatico de ratos sprague-dawley, submetidos a RC de 30% durante 6 semanas
(PEDROSO et al., 2014).

Vale ressaltar que o excesso de ingestdo de aminodcidos e glicose, além da
necessidade de manter a homeostase e a producdo de energia, pode causar resisténcia a
insulina no musculo esquelético, pela desregulacdo da via de sinalizacdo de insulina,
promovendo, assim, o catabolismo proteico (LAPLANTE & SABATINI, 2012; SAHA et al.,
2011).

Nesse sentido, adicionalmente a RC, a qual seria uma importante intervencao
nutricional, para diminuir o ganho de massa corporal e tecido adiposo, a utilizacdo de
suplementos proteicos, em quantidades adequadas, poderia minimizar a perda ou atuar na
manutencdo da massa corporal e da massa magra ocasionadas pelo DF e pela RC.

Estudos apontam que a ingestdo de proteinas e de aminodcidos essenciais estaria
relacionada a melhora do crescimento do tecido muscular (YOSHIZAWA et al., 1999;
SMITH et al., 1998). Dentre os aminoacidos essenciais, destacam-se os ACR, que
correspondem a cerca de 35% em proteinas musculares (MARCHINI et al., 1998;
WAGENMAKERS, 1998).
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Durante o exercicio fisico, os ACR s8o os preferencialmente oxidados
(WAGENMAKERS, 1998). Especificamente no exercicio fisico prolongado, verifica-se
liberacdo de ACR pelo tecido hepatico, aliada a diminuigcdo da concentracdo plasmatica de
ACR, sendo que a concentracdo plasmatica de leucina diminui entre 11 e 33% (MERO,
1999). Decombaz et al. (1979) verificaram, em 11 homens treinados, submetidos a uma
corrida com percurso de 100 km, que houve diminuigcdo significativa (35-85%) da
concentracdo sérica de ACR em relacdo aos valores pré-exercicio. No estudo de Rennie et
al. (1981), verificou-se, no ciclismo, a diminuicéo significativa da concentracdo plasmatica de
ACR ao final do exercicio fisico.

Estudos apontam que os ACR, em especial a leucina, estimulam a sintese e minimizam
a degradacdo proteica no musculo esquelético, mantendo, assim, a massa magra (BUSE &
REID, 1975; CROZIER et al., 2005; PHILIPS, 2009).

A leucina corresponde a cerca de 20% da ingestdo dietética, a0 passo que 0s
aminoacidos de cadeia ramificada correspondem a 1/3 da proteina muscular (LAYMAN et al.,
2006). Em animais, no estudo de Tsubuku (2004), ndo foi observado efeito adverso
(NOAEL) com a suplementacdo oral de 2,5% de isoleucina para ambos 0s sexos, 5% de
valina para homens e 2,5% de valina para mulheres, e 5% de leucina para ambos 0s sexos,
que corresponde a 3,3-3,8g Leu/kg/dia, durante 13 semanas de suplementacé&o.

O aumento da ingestéo de leucina pode levar a competicdo com a valina e a isoleucina e
estimular o catabolismo dos trés aminoacidos de cadeia ramificada. A primeira reacdo de
catabolismo dos ACR é a transaminacao reversivel pelo ACR aminotransferase. O ACR
formado é descarboxilado pelo ACR desidrogenase, diminuindo a concentracéo plasmatica de
valina e isoleucina. O excesso de leucina ativa as duas enzimas relacionadas a fosforilacdo
dos trés aminodcidos de cadeia ramificada, metabolizando todos os aminoacidos ao mesmo
tempo (RIEL, 2003).

Vale ressaltar que o transporte intracelular de aminoacido no repouso apresenta
saturacdo; assim, 0 aumento da concentragdo de leucina ndo resulta em aumento do transporte
intracelular de amino&cidos, nem aumento na concentracdo de leucina muscular e tampouco
em aumento da estimulacdo da sintese proteica muscular. Porém, o exercicio de endurance,
combinado com a administracdo de ACR, mostrou haver acelerado transporte de aminoacidos
para dentro da celula, resultando em aumento intracelular de aminoacidos no pos-exercicio
(PASIAKOS et al., 2011).
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Nagasawa et al. (2002) apontam a anélise do contetdo de proteinas miofibrilares como
recurso a ser utilizado para analise dos efeitos da suplementacdo de aminoéacidos sobre o
balango proteico. Neste estudo, foi observada supressdo da degradacdo proteica miofibrilar
apos 2 a 4h da administracéo isolada de leucina. Alguns estudos sugerem que, em comparagao
aos niveis de proteina citoplasmaticos, os niveis de proteinas miofibrilares sdo mais
responsivos a ingestdo de aminodcidos (MITTENDORFER et al., 2005; BATES &
MILLWARD, 1983).

Heagens et al. (2012) apontam que a suplementacédo de leucina induz especificamente o
incremento nas proteinas miofibrilares, independentemente do balanco proteico total. Desta
maneira, a analise do contetdo de proteinas miofibrilares apresenta-se de extrema relevancia,
principalmente em situacdes nas quais o balanco proteico total ndo sinaliza diferencas
significativas.

No musculo esquelético, a leucina exerce os seus efeitos em nivel pos-transcricional e
durante a fase de iniciacdo da traducdo do RNA-mensageiro em proteina (ANTHONY et al.,
2001; ANTHONY et al., 2000). O mecanismo envolvido se da pelo aumento desse
aminoéacido, que promove a ativacao da proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR).
Esta proteina, por sua vez, estimula a fosforilagdo de duas proteinas regulatérias: a proteina
quinase ribossomal S6 de 70kDA (p70S6k) e a proteina 1 ligante do fator de iniciacdo
eucariotico 4E (4EBP1) (ANTHONY et al., 2002), levando, dessa forma, ao aumento na

sintese proteica.
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Figura 3. Esquema representativo da via de sintese proteica no musculo esquelético envolvendo a
proteina mTOR1. Adaptado de Carbone et al. (2012).

Blomstrand (2006) aponta que a ingestdo de aminoacidos, apds o exercicio fisico de
forca, estimula a razdo da sintese proteica no tecido muscular humano, com consequente
balango proteico positivo.

Bajotto et al. (2011) verificaram, em animais submetidos a suspensdo do membro
posterior, que a suplementacdo com leucina ndo foi suficiente para reduzir a perda de massa
muscular, porém atenuou a diminuicdo da quantidade de proteinas musculares e de RNA total,
preservando, assim, as proteinas envolvidas na via de sinalizacdo da sintese proteica.
Contudo, estudos verificaram que a suplementacdo com ACR reverteu a perda de massa
magra em 6 (STEIN et al., 1999) e 28 dias de repouso (PADDON-JONES et al., 2004a).

Estudo do nosso laboratério avaliou o efeito da suplementacdo com leucina e
fenilalanina na composicao corporal de ratos submetidos a periodos de restricdo alimentar
intercalados por recuperacdo nutricional. Foi encontrado aumento significativo no contetdo
de proteina corporal e de massa magra na carcaga dos animais suplementados (DONATO et
al., 2007).
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Outros estudos similares, que avaliaram a suplementacdo de leucina in vitro e in vivo,

podem ser observados resumidamente no Quadro 1:

Metodologia da
Referéncia sintese proteica Concluséo
muscular
Lietal. (1978) 14C-fenilalanina - Leucina aumentou a sintese proteica
Gastrocnémio muscular
Hong et al. YC-tirosina — Leucina aumentou a sintese proteica
(1984) Soleo e EDL muscular
Buse et al. 4C-lisina — Leucina aumentou a sintese proteica
(1975) diafragma muscular
Buse et al. *H-tirosina — Leucina aumentou a sintese proteica
(2977) diafragma muscular em ratos saudaveis e diabéticos
Anthony et al. *H-isoleucina — Leucina isolada ou com carboidrato
(1999) gastrocnémio e plantar | recuperou a sintese proteica muscular apés
0 exercicio
Anthony et al. *H-fenilalanina — Leucina isolada ou com carboidrato
(2000) gastrocnémio e plantar | estimulou a sintese proteica muscular com
aumento da via de sinalizagdo da mTOR1
Bolster et al. *H-fenilalanina — Leucina estimulou a sintese proteica
(2004) gastrocnémio e s6leo | muscular e a via de sinalizacdo da mTOR1
Crozier et al. *H-fenilalanina — Aumento da dose de leucina estimulou a
(2005) gastrocnémio e plantar | sintese proteica muscular e a via de
sinalizacdo da mTOR1

Quadro 1. Estudos que avaliaram o efeito da suplementacdo com leucina na sintese proteica muscular.
Adaptado de Pasiakos et al.(2011).

Em suma, a hipertrofia muscular, a partir do aumento da sintese proteica, requer a
ativacéo das vias de sinalizagcdo da mTOR, porém os mecanismos moleculares ainda nédo estdo

bem elucidados.
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H& evidéncias que a leucina inibe a degradacdo proteica, bem como promove a
sinalizagdo mMTORC1 para promover o crescimento. Porém, ainda ndo esti bem estabelecido
como ocorre a transmissdo de sinal do aminoacido para a ativacdo da proteina mTOR.

A quantidade intracelular de aminoacidos pode ser determinada pela quantidade
ingerida pela dieta, pela captacéo celular e pela sua utilizagdo (DOOD, 2012). No musculo, é
necessaria quantidade alta de aminodcidos para maximizar o crescimento muscular. A
quantidade intramuscular sera mantida pela ingestdo de aminoacidos pela dieta e pela taxa de
absorcéo de aminoacidos pelo sangue, que ocorre a partir de transportadores de membranas.
Os principais transportadores que influenciam a sinalizagdo da mTOR 1 s&o os dos sistemas A
e L (DRUMMOND et al., 2010).

Os transportadores do sistema L sdo responsaveis pela troca de aminoacidos de cadeia
ramificada por outros aminoacidos intracelulares; mais, especificamente, o LAT 1 € acoplado
a glicoproteina CD98, a qual apresenta sua expressdo aumentada, com a atividade da mTOR
(DODD & TEE, 2012).

Outro transportador do sistema A, SNAT 2 (SLC1Ab), regula o nivel de glutamina no
musculo esquelético. Esse transportador, em conjunto com a LAT1 (SLC7A5/SLC3A2), tem

funcdo de exportar a glutamina e absorver a leucina para o interior da célula (Figura 4).

LATL

.........................................................................

Sistema A Sistema L

Figura 4. Transporte intracelular de leucina. Adaptado de Dodd & Tee (2012).

Nicklin et al. (2009) demonstraram, em linhagem de células HelLa, que SLC1Ab5,
altamente expressa nestas células, era necessaria para a atividade da mTORC1 em conjunto
com o LAT1-CD98. Neste estudo, a inativacdo do sistema (SLC1A5) ou LAT1/CD98
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(SLC7A5/SLC3A2) foi suficiente para suprimir mTORC1 e ativar a autofagia atraves da
reducdo da absor¢édo de glutamina.

Vale ressaltar que TORC1 também regula a autofagia em resposta a variedade de
sinais, incluindo disponibilidade de nutrientes, niveis de energia celular e fatores de
crescimento (DODD & TEE, 2012). A fungo primaria da autofagia é permitir que a célula
sobreviva sob condicdes de estresse, em vez de funcionar como um mecanismo de morte
celular (KROEMER & LEVINE 2008). Um exemplo classico € a homeostase de
aminoacidos, a partir da gliconeogénese hepatica durante a reducdo da ingestdo alimentar
(UENO et al. 2012).

A via da mTORC1 estd intimamente ligada a energia celular através da proteina
quinase dependente de AMP (AMPK) e ULK1 (também conhecido como ATG1). Para
manter a homeostase da energia e de aminoacidos, as células utilizam uma série de

mecanismos de feedback negativo, conforme a Figura 5 (JOHNSON et al., 2013).

MmTOR1

S6K NF-kB
4E-BP1 —
/ ULkl SRBP1
J_ l Inflamacao l
Sintese proteica Autofagia

Sintese lipidica

Figura 5. Regulacéo de diferentes processos pela mTOR. Adaptado de Johnson (2013).

A leucina, além de atuar na via de sinalizacdo de sintese proteica, também atua inibindo

a degradacdo proteica e atrofia muscular, a partir das vias proteoliticas. Dentre elas, destaca-
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se a via proteolitica da ubiquitina-proteassoma. O proteassoma 26S & um complexo
multiproteico que consiste no centro proteolitico 20S e dois “anéis” o 19S, os quais regulam a
ligacdo e a degradacdo das proteinas ubiquitinadas (JACKMAN et al., 2004). A degradacéo
da maioria das proteinas miofibrilares, decorrente da atrofia, ocorre no proteassoma, enquanto
0 processo de ubiquitinacdo, ou seja, a regulacéo transcricional das ubiquitinas ligases, ocorre
via FoxO, fator de transcrigio envolvido na atrofia muscular (LEGER et al., 2006) (Figura 6).

Na sua forma hipofosforilada, a FoxO transloca para o ndcleo e aumenta a expressao de
genes da atrofia, como as proteinas ubiquitinas ligases atrogin-1 e a RING-finger protein 1
(MuRF1) (BODINE et al., 2001a; GLASS, 2003). As proteinas MuRFs (-1, -2, -3) interagem
com o dominio quinase da titina, proteina que mantém o alinhamento do sarcémero, em um
musculo ativo e, assim, mantém-se fortemente ligada a titina. Porém, quando a ligacdo é
quebrada, tal como pela inatividade, a MuRF ¢ liberada e lancada para o nucleo, aumentando
a expressédo de genes da degradacéo proteica (BAAR, 2006).
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Figura 6. Vias de sinalizacdo de sintese e degradacdo muscular. Adaptado de Carbone et al. (2012).
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O desuso do musculo esquelético pode ser definido pela falta de movimento e/ou de
sobrecarga de um membro especifico, podendo provocar um turnover proteico negativo, ndo
apenas pelo aumento da degradacdo, mas também pela diminuicdo da sintese proteica
muscular (PHILLIPS et al., 2009). Em humanos, os modelos mais utilizados para simular o
desuso sdo a falta de gravidade, a suspenséo, o repouso e a imobilizacao.

Glover et al. (2010) observaram aumento nas proteinas ubiquitinas-conjugadas, ap6s 2
dias de imobilizacéo. Boer et al. (2007) observaram elevacdo na expressdo génica da MURF-1
e da Atrogin-1 apds 10 dias de suspensao unilateral do membro inferior.

Estudo verificou que a suplementacdo de leucina em longo prazo suprime a taxa de
degradacdo de proteinas miofibrilares e diminui a perda de peso muscular em ratos
alimentados com dieta deficiente em proteinas durante 7 dias (SUGAWARA et al., 2007).
Combaret et al., (2005) verificaram que a suplementacdo com leucina reduziu a degradacao
proteica pela inibicdo da via proteolitica da ubiquitina-proteassoma em ratos.

Mais especificamente em ratos imobilizados, foi observado que a suplementagcdo com
leucina atenuou a perda de massa muscular, pela reducdo da degradacao proteica decorrente

da inibicdo da via proteolitica da ubiquitina-proteassoma (BAPTISTA et al., 2010).
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Figura 7. Diagrama resumindo as vias de sinalizagdo intracelular durante desuso muscular. Adaptado
de Bajotto & Shimomura (2006).

Vale ressaltar que grande parte dos estudos é realizada utilizando a suplementacédo de
forma aguda. No entanto, a suplementacdo de forma cronica, em condic¢des de catabolismo
proteico, pode ser observada no estudo de Mourier et al., (1997), que verificaram que a
suplementacéo cronica de leucina em lutadores submetidos a RC durante 19 dias, resultou em

diminuicdo da massa corporal e do percentual de tecido adiposo dos individuos.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mourier%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9059905
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Além disso, estudos que avaliaram a suplementacdo cronica de leucina em situagdes de

catabolismo, como no caso do presente estudo, com DF e RC, sdo poucos e conflitantes.
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2 JUSTIFICATIVA

O DF esta relacionado a modificacbes metabdlicas, como o ganho de massa corporal,
aumento da resisténcia a insulina (YASARI et al., 2007; YASARI et al., 2006; KUMP &
BOOTH,2005; PETIBOIS et al., 2004) e perda de massa magra corporal (BOOTH, 1982;
BOOTH, 1983). Nesse sentido, estratégias nutricionais, como RC, tém sido indicadas com a
finalidade de reverter os efeitos desencadeados pela inatividade fisica, como, por exemplo,
aumento da massa e da gordura corporal.

Em contrapartida, a RC, associada a inatividade fisica, potencializa o metabolismo
proteico, acelerando o catabolismo de massa muscular (BIOLO, 2007) e, portanto, reduzindo
a massa magra corporal.

Dessa forma, para atenuar essa perda de massa magra, observada nessas situacdes, a
utilizacdo de suplementos proteicos, em especial, os aminodcidos de cadeia ramificada
(ACR), poderia favorecer a manutencdo do estado proteico nutricional e/ou levar a balango
proteico positivo no masculo esquelético, pela ativacdo da via de sintese proteica e pela
reducdo da degradacdo proteica muscular (ANTHONY et al., 2002).

Assim, aventa-se a hipotese de que a suplementacdo com ACR, em especial a leucina,
ativa uma cascata de fosforilagdo de proteinas envolvidas na via de sinalizacdo da sintese
proteica, aumentando a sintese proteica muscular, e inibe a via de degradacdo proteica
muscular, reduzindo a perda de massa magra observada nos animais destreinados submetidos
aRC.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da suplementacéo cronica de leucina sobre as vias de sinalizacdo da

sintese e degradacdo proteica no musculo esquelético de ratos destreinados, submetidos a RC.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o consumo e massa corporal dos animais durante todo o experimento;
Avaliar a composicdo corporal dos animais;
Avaliar as concentracdes séricas de citocinas;

Avaliar a homeostase glicémica;

AR NEE N NERN

Avaliar a expressdo e fosforilacdo de proteinas envolvidas na via de sinalizacdo da
sintese proteica no musculo esquelético;

Avaliar a expressao e fosforilacdo de proteinas miofibrilares do musculo esquelético;
Avaliar a expressdo génica de proteinas envolvidas na via de sintese proteica;

Avaliar a expressdo génica de proteinas envolvidas na via de degradacéo proteica;

D N N NI N

Avaliar a expressdo génica de transportadores de aminoacidos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 64 ratos Sprague-Dawley, machos, com 6 semanas de idade
fornecidos pelo Biotério de Producdo e Experimentacdo da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo (FCF/IQ/USP). Os
animais foram mantidos em gaiolas individuais, em ambiente climatizado a 22 + 2 °C, com
umidade relativa do ar de 55 + 10%, com 15 a 20 trocas de ar por hora, e com ciclo bioldgico
invertido de 12h claro/12h escuro. O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo
(protocolo CEUA/FCF/311).

4.2 Desenho Experimental

Inicialmente, os animais foram distribuidos em 2 grupos: Controle (CON) (n = 16)
representados pelos animais sedentérios, e Treinamento (TREIN) (n = 48) que foram
submetidos a0 TF em esteira ergométrica durante oito semanas. Para a determinacdo do
baseline, 8 animais de cada grupo foram eutanasiados ap0s esta etapa do experimento. Todos
0s animais tiveram livre acesso a racdo AIN-93M e agua neste periodo. Em seguida, 0s
demais animais do grupo treinamento foram redistribuidos em 5 grupos com a média da
massa corporal média estatisticamente semelhante: Grupo Treinamento (TREIN) (n = 8), que
continuaram seguindo o protocolo de TF em esteira ergométrica por mais 6 semanas; Grupo
Destreinamento (DT) (n = 8) constituidos por animais que cessaram o protocolo de treino;
Grupo Destreinamento + Suplementacdo com Leucina (DT + LEU) (n =8), animais que
cessaram o TF e receberam ragéo suplementada com Leucina; Grupo Destreinamento + RC
30% (DTRC) (n = 8), animais que cessaram 0 TF e foram submetidos a RC de 30%; Grupo
Destreinamento + Restricdo Caldrica 30% + Suplementacdo de Leucina (DTRC + LEU) (n =
8), animais que cessaram o TF, que receberam racdo suplementada com Leucina e foram
submetidos a RC de 30%. Todos 0s grupos tiveram livre acesso a &gua durante o experimento.

E por fim, os animais foram eutanasiados no final da décima quarta semana (Figura 8).



45

Semanas
0 8 . 14
SED (n=8) I
SED (n=8) TREIN (n=8) l
pT(=8) |
TREIN (n=48) DT + LEU (n=8) l

DTRC (n=8) |

I Eutandsia DTRC+LEU (n=8) I

Figura 8 — Desenho experimental

4.3 Racgéao

No presente estudo foram utilizados 4 tipos diferentes de ragdo: Controle (CON);
Racdo suplementada com leucina (CON + LEU); Racdo Restricdo Caldrica (RC); Racao
Restricdo Caldrica com Leucina (RC+LEU) que foram preparadas nas dependéncias do
Biotério de Producdo e Experimentacdo da FCF/IQ/USP e baseadas nas recomendagfes do
American Institute of Nutrition, formuladas para manutengdo de roedores (AIN-93M)
(REEVES et al., 1997).

4.3.1 Racao Controle
Com o intuito de manter o mesmo teor de nitrogénio, quando comparada & ragao

suplementada com LEU, a racdo AIN-93M foi adaptada e houve acréscimo de uma mistura de

aminoacidos néo essenciais, sendo eles: alanina, acido aspartico, glicina, prolina e serina.
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4.3.2 Ragao Suplementada com Leucina

A racdo suplementada com leucina também teve sua formulacdo adaptada da racédo
AIN-93M, com adicdo de 4,5 % do aminoacido L-leucina (4,45g/100 g), sendo que esta dose
encontra-se dentro do maior nivel de ingestdo que ndo resultou qualquer efeito adverso
(TSUBUKU et al., 2004). Vale ressaltar que os aminoacidos isoleucina e valina foram
adicionados a racédo (0,989/100g e 0,57g/100g, respectivamente), a fim de evitar a reducao na
concentracdo plasmatica ACR induzida pela suplementacdo de leucina isolada (BALAGE,
2010). Essa reducédo ocorre devido a ativacao de enzimas relacionadas a oxidacdo dos outros
dois aminoacidos de cadeia ramificada, isoleucina e valina, e, portanto, sdo metabolizadas no
mesmo momento (RIEU, 2003). Além disso, com a suplementacdo isolada de leucina, é
observada uma rapida absorcdo de LEU, aumentando sua concentracdo no plasma antes dos
outros aminoacidos. Assim, ocorre a ativagdo da via de sinalizag8o da sintese proteica, porém
ndo ha substrato suficiente para ocorrer o aumento da sintese (BALAGE & DARDEVET,
2010). Dessa forma, no presente estudo, 60 g de amido foram substituidos por L-leucina

(44,59) isoleucina (9,89) e valina (5,79), para cada quilograma de racao preparada.

4.3.3 Racdo Restricdo Calorica (RC) e Restricdo Calorica suplementada com Leucina
(RC + LEV)

A fim de evitar que os animais dos grupos submetidos ao protocolo de RC
apresentassem uma ingestdo de nutrientes inferior as recomendac@es do American Institute of
Nutrition, as racées RC e RC + LEU tiveram seus ingredientes ajustados conforme o
experimento de Pugh et al. (1999) (Tabela 1).



Tabela 2. Composicédo das rac6es utilizadas no estudo

CON

RC
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CON + LEU RC + LEU
INGREDIENTES g/kg 100g g/kg 709 a/kg 100g a/kg 709
Amido 572,83 57,28 432,86 30,30 560,70 56,07 415,28 29,07
Caseina 140,00 14,00 200,00 14,00 140,00 14,00 200,00 14,00
Sacarose 100,00 10,00 100,00 7,00 100,00 10,00 100,00 7,00
Oleo de soja 40,00 4,00 57,14 4,00 40,00 4,00 57,14 4,00
Celulose 50,00 5,00 71,43 5,00 50,00 5,00 71,43 5,00
Mistura salina 35,00 3,50 50,00 3,50 35,00 3,50 50,00 3,50
Mistura vitaminica 10,00 1,00 14,29 1,00 10,00 1,00 14,29 1,00
L-Cistina 1,80 0,18 2,57 0,18 1,80 0,18 2,57 0,18
Bitartarato de colina 2,50 0,25 3,57 0,25 2,50 0,25 3,57 0,25
Tetrabutil-hidroguinona 0,01 0,001 0,01 0,001 0,01 0,001 0,01 0,001
L-Leucina - - - - 44,50 4,45 63,57 4,45
Isoleucina - - - - 9,80 0,98 14,00 0,98
Valina - - - - 5,70 0,57 8,14 0,57
Alanina 8,24 0,82 11,71 0,82 - - - -
Glicina 6,94 0,69 9,86 0,69 - - - -
Prolina 10,65 1,06 15,14 1,06 - - - -
Serina 9,72 0,97 13,86 0,97 - - - -
Aspartato 12,31 1,23 17,57 1,23 - - - -
TOTAL 1000,00 100,00 1000,00 70,00 1000,00 100,00 1000,00 70,00
CON RC CON + LEU RC + LEU
kcal/kg kcal/100g kcal/kg kcal/70g kcal/kg kcal/100g kcal/kg kcal/70g
Carboidrato 2642,80 264,28 2061,12 144,28 2691,32 269,13 2131,43 149,20
Proteina 567,20 56,72 810,29 56,72 567,20 56,72 810,29 56,72
Lipidio 360,00 36,00 514,29 36,00 360,00 36,00 514,29 36,00
TOTAL 3570,0 357,00 3385,70 237,00 3618,52 361,85 3456,00 241,92
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4.4 Protocolo de restricdo calorica

Os animais dos grupos RC e RC+LEU foram submetidos a RC de 30% em relacéo ao
consumo do grupo DT. A quantidade de racdo foi ofertada de acordo com consumo ad libitum
do grupo DT, ajustada pela massa corporal do animal (g ragcdo/ 100g massa corporal). Para
tanto, semanalmente os animais foram pesados e foi averiguado o consumo alimentar. A ragéo
foi ofertada diariamente entre os horarios 12:00 e 14:00hrs.

4.5 Protocolo de Treinamento Fisico

O protocolo de TF utilizado foi corrida em esteira ergométrica programavel
(Softmove, Implemed, Sao Paulo, SP), adaptada para treinar 8 ratos simultaneamente, no ciclo
escuro, para que os animais realizassem o exercicio fisico em horario mais adequado ao
padrdo da espécie.

O TF aerobio prescrito foi baseado a partir do teste de esforco méximo (TEM), a fim
de garantir que o treinamento fosse realizado em uma intensidade baixa a moderada (50 a
70% da velocidade alcancada pelo TEM). O treino foi realizado 5 vezes por semana, com
duracdo de 1 hora, durante 8 semanas para 0s animais que foram submetidos ao DF, e 14
semanas para o grupo TREIN (LEHNEN et al., 2010).

4.6 Teste de esfor¢co maximo

O TEM foi realizado conforme descrito na literatura (RODRIGUES et al., 2007;
LEHNEN et al., 2010). Primeiramente, os animais foram submetidos a um periodo de
adaptacdo na esteira ergométrica em uma velocidade de 0,3km/h durante 15min por 3 dias
consecutivos. Apoés esse periodo, o teste foi realizado em uma velocidade inicial de 0,3km/h
com um aumento de 0,3km/h a cada 3 minutos até a exaustdo dos animais. Vale ressaltar que

0 TEM foi realizado a cada 4 semanas, com intuito de ajustar a carga de TF.
4.7 Eutanéasia dos animais e coleta das amostras
Os ratos foram eutanasiados por veno-secgdo sob anestesia (Ketamina e Xilazina), no

periodo da manhd, entre 9:00 e 12:00hrs. O intervalo entre a Gltima sessdo de TF e a eutanéasia

foi de 48 horas. Os animais foram privados de racdo por um periodo equivalente a 8 horas,
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estabelecendo assim um estado metabdlico semelhante para todos. Vale ressaltar que durante
a eutanésia, houve um rodizio entre os animais dos diferentes grupos para que o tempo medio
de jejum fosse semelhante entre todos os grupos. O sangue foi coletado, centrifugado e o soro
armazenado em freezer (-80°C). O trato gastrointestinal foi totalmente esvaziado e lavado
com soro fisiologico. Tecidos musculares gastrocnémios e soleos foram retirados, pesados e
rapidamente acondicionados em nitrogénio liquido e, posteriormente, armazenados em freezer
(- 80°C). A carcaca dos animais foi pesada e armazenada para avaliagdo da composicéo

corporal.
4.8 Parametros Analisados
4.8.1 Parametros avaliados ao longo do periodo do treinamento e destreinamento

v' Progresséo da massa corporal

v" Consumo de ra¢do
4.8.2 Composi¢do quimica da carcaga

Umidade
Lipideos

v
v
v Proteinas
v

Massa livre de gordura
4.8.3 Parametros Teciduais

Peso de musculos e depositos de tecidos adiposos: subcutaneo, retroperitoneal e epididimal.

4.8.4 Parametros séricos

v PAI-1

v' MCP-1

v’ Fator de necrose tumoral-alfa (TNF)-a
v

Adiponectina



v’ Leptina
v ITTeOGTT
v' Aminograma

4.8.5 Parametros moleculares no tecido muscular

4.8.5.1 Expressao de proteinas totais e fosforiladas

p70S6k; phospho-p70S6K (Thr®)
4-EBP1; phospho-4EBP1 (Thr'®)
mTOR; phospho-mTOR (ser®**)
eif4E; phospho eif4E (ser )
MyHC7

AN N NN

4.8.5.2 Expressdo génica de proteinas da via de sintese proteica

v' p70S6k
v’ 4-EBP1
v" mTOR
v eif4E

4.8.5.3 Expressao génica de proteinas da via de degradacéo proteica

v' MAFbx/Atrogin
v" MURF

4.8.5.4 Expressdo génica de transportadores de leucina
v LAT1

v SNAT 1
v’ CD98
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4.9 Determinacdo da composic¢éo corporal

A avaliacdo da composicdo corporal dos animais foi realizada por meio de analise

quimica da carcaca, para a determinacéo da umidade, do contetdo de lipidios e proteina.

4.9.1 Umidade

A determinacédo da umidade foi realizada pela secagem da carcaca do animal em estufa
ventilada durante 7 dias, a aproximadamente 70°C. O valor absoluto (g) da umidade foi
determinado pela diferenca de peso antes e apds a secagem da carcaca do animal. O

percentual de umidade foi calculado conforme a formula a seguir:

% umidade corporal = umidade absoluta (g) / peso corporal final (g) x 100

4.9.2 Lipidios

O teor lipidio foi determinado pela técnica de extracdo, utilizando éter etilico, como
solvente. A carcaca seca de cada animal foi envolvida em papel filtro, e entdo colocada no
extrator Soxhlet. Ao condensar, o éter lava a amostra, extrai o lipidio que se acumula em um
baldo coletor. A diferenca de peso (g) deste baldo coletor, antes e apds a andlise, resulta na
guantidade absoluta de gordura presente na carcaca do animal. A porcentagem de gordura
corporal foi determinada pela divisdo entre a quantidade de gordura da carcaca, pela massa

corporal final e multiplicando esse valor por 100, conforme a férmula a seguir:

% G = gordura absoluta (g) / peso corporal final x 100

4.9.3 Proteina da carcaca

A proteina da carcaca foi determinada pelo método de Kjeldahl (CECCHI,1999). Apos

a andlise de determinacéo de lipidio, o restante da carcaga foi moido, e a partir desse contetido
homogéneo, foi determinado o teor de nitrogénio de cada amostra.
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O percentual de nitrogénio encontrado foi multiplicado pelo valor arbitrério 6,25, para
obter o percentual de proteina nas amostras, uma vez que o teor de nitrogénio é

aproximadamente 16% do conteldo proteico total, conforme as formulas a seguir:

% N= [(mL HCL amostra— mL HCL branco) x N x FC x 14,007] + MG amostra
- %N: percentual de nitrogénio da amostra

- mL HCL.: volume gasto de acido cloridrico

- N: normalidade do HCL

- FC: fator de corre¢do do acido

- 14,007: peso equivalente do nitrogénio

% Proteina= %N x 6,25

O valor absoluto de proteina na carcaca foi calculado de acordo com a férmula a

sequir:

Proteina absoluta (g) = [carcaca seca (g) — lipidio total (g)] x % proteina

O percentual de proteina corporal foi calculado a partir da massa de proteina absoluta

(9) dividida pelo peso corporal final (g).

% proteina corporal = proteina absoluta (g) + peso corporal final (g)

4.9.4 Massa livre de gordura (MLG)

A massa livre de gordura foi determinada pela diferenca da massa corporal total do
animal (g) e o valor absoluto de lipidio, conforme as formulas apresentadas a seguir:

MLG = massa corporal final (g) — gordura total (g)
%MLG = massa corporal final (g)/ gordura total (g) x 100
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4.10 Determinaces bioquimicas

4.10.1 Parametros séricos

As concentragBes de citocinas séricas foram realizadas pelo método imunoensaio
multiplex, utilizando o Kit rat serum adipokine panel 7 LINCOplex, para dosagem simultéanea
de TNF-a, PAI-1, MCP-1 e leptina, e o kit Rat Adiponectin Silgle-plex, para a dosagem de
adiponectina. As determinacgdes foram realizadas em equipamento automatico Lincoplex 200,
nas dependéncias do Instituto Génese de Analises Cientificas, da empresa Génese Produtos
Farmacéuticos e Diagnosticos Ltda (Séo Paulo, SP).

4.10.2 Teste oral de tolerancia a glicose

No inicio do experimento, 7 e 13 semanas apds o inicio da intervencdo, o teste oral
de tolerdncia a glicose foi realizado em todos os grupos. Ap6s 8 horas de jejum, uma
amostra de sangue foi retirada da veia caudal de cada rato (tempo 0), que na sequéncia
recebeu, via gavagem, uma solucgéo de glicose 50% na concentracdo de 150uL de glicose por
100g de peso corporal. As amostras de sangue foram coletadas nos tempos de 30, 60, 90 e 120
minutos. A dosagem glicémica foi realizada utilizando-se o glicosimetro Accu-Chek Performa
(Roche®).

4.10.3 Teste de tolerancia a insulina

Para a determinacdo da curva glicémica ap6s administracdo de insulina, foi injetado
via intraperitoneal uma dose de 0,75 U/kg de peso corporal de insulina regular humana
(Novolin® R, Novo Nordisk®, Araucaria, P. R., Brasil) nos animais em jejum de 4 a 8 horas.
A glicemia foi determinada por meio de glicosimetro (Accu-Chek Performa, Roche) em
amostras de sangue retiradas da veia caudal nos tempos 0 (basal), 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 40
min apos a administracdo de insulina. Os valores obtidos entre os tempos de 5 a 30min foram
utilizados para calcular a constante da taxa de desaparecimento da glicose plasmatica (K1),
mediante analise da curva de decaimento de acordo com 0 método proposto por Bonora et al.

(1989). Este teste foi realizado no inicio, sétima e décima terceira semana.
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4.10.4 Aminograma

O aminograma das rac@es e do soro dos animais foi realizado por meio de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). Este consiste em um método de separacgéo fisico-quimico,
no qual os constituintes da amostra sdo separados entre duas fases (liquidas), sendo uma
estaciondria € uma movel. Este ensaio foi realizado pela empresa CBO — Anélises
Laboratoriais (Campinas - SP).

4.11 Parametros biomoleculares
4.11.1. Western Blotting

Foi realizada a expressao das proteinas mTOR; phospho-mTOR, eifdE; phospho
eifdE, P70S6K1, phospho-p70S6K, 4-EBP1, phospho-4EBPle proteinas miofibrilares no

tecido muscular esquelético (soleo).

4.11.1. 1 Preparo do gel de poliacrilamida

O gel de poliacrilamida foi preparado conforme protocolo de Sambrook et al (1989)
e Harlow & Lane (1988), descrito a seguir. Foram preparados géis em bicamada, sendo a
camada superior (gel de empacotamento) constituida de acrilamida a 5%, 125 mM Tris pH
6,8, 0,1% SDS, 0,1% persulfato de aménio e 0,1 % TEMED. O gel inferior (resolutivo) foi
preparado com 7,5 a 15% de poliacrilamida, 380 mM Tris. HCI (pH 8,8), 0,1 % persulfato de
amonio e 0,077 % TEMED.

4.11.1.2 Preparo de lisado de proteinas para SDS-PAGE e “Western blotting”

Aliquotas de homogenados foram fervidas a 100 °C por 3 minutos em tampdo de
amostra contendo 125 mM Tris, pH 6.8, 25% glicerol, 2.5% SDS, 2.5% beta-mercaptoetanol
e 0.002% bromofenol blue. O sobrenadante foi combinado com o tampdo acima descrito.
Amostras contendo aproximadamente 10 pg por “pogo” foram submetidas a eletroforese no

gel de poliacrilamida por 60 minutos a 150 V.
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4.11.1.3 Transferéncia de proteinas do gel para a membrana (nitrocelulose)

O gel contendo as proteinas fracionadas por eletroforese foram incubado por 10 min
em tampao de transferéncia (3 mM glicina, 48 mM Tris base, 0,037 % SDS , 20 % metanol,
pH 8,3). Paralelamente, a membrana de nitrocelulose foi hidratada e, entdo, também incubada
em tampdo de transferéncia. Um "sanduiche" foi montado na seguinte ordem: esponja, 2
folhas de papel de 3 mm, gel, membrana, 2 folhas de 3 mm (Whatman) e esponja. A
transferéncia de proteinas do gel para a membrana foi realizada em cuba de eletroforese, na
presenca de tampéo de transferéncia, sob corrente de 50 V, por 30-90 min. A eficiéncia da
transferéncia foi verificada corando-se a membrana, por 5-10 min, com corante Ponceau (1%
Ponceau, 1 % acido acético), seguida de lavagem com &gua destilada ou TBS (Tris, pH 7,5,
20 mM, NaCl 0,9 %).

4.11.1.4 Sondagens das proteinas com anticorpos

Os sitios sem proteinas das membranas foram bloqueados com proteinas de leite
desnatado Molico, a 5 %, em tampédo TBS, por 0,5-14 h, sob agitacdo. 0 anticorpo especifico
foi diluido [1:1500 para p70S6K; 1: 500 para phospho-p70S6K(Thr**®); 1:500 para 4-EBP1,
1:500 para phospho-4EBP1(Thr’®) em PBST, com 0,05% Tween 20 (PBST), e utilizado para
a incubacdo com as membranas, por 2 -14 h, com agitacdo, a temperatura ambiente.
Posteriormente, a membrana foi lavada 3 vezes, por 10 min, com PBST. As proteinas foram
marcadas com anticorpo anti-lgG de coelho, conjugado com peroxidase de raiz forte, diluido
1:10.000 em TBST, por 2 h, com agitagdo. A membrana foi lavada 3 vezes, por 10 min, com

agitacdo.

4.11.1.5 Revelagdo com sistema quimioluminescente

A solucdo de revelacéo foi preparada pela mistura de volumes iguais dos reagentes 1
e 2 do kit ECL (luminol, fenol e peroxido de hidrogénio) e a mistura foi utilizada para
umedecer as membranas. Os blots foram visualizados por um sistema de bioimagem
ImageQuant™ 400 (GE) e analisados por um software ImageQuant TL (GE Healthcare) e

posteriormente quantificado pelo software Quantity One (Bio-Rad).
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4.11.2 Expressdo génica de proteinas relacionadas a sintese e degradacao proteica e de
transportadores de leucina

A expressdo génica das proteinas envolvidas na via de sinalizacdo de sintese e
degradacdo proteica do tecido muscular, mais especificamente o musculo s6leo, foi realizada
pela técnica de RT-PCR, conforme descrito a seguir.

Apbs a coleta do musculo soleo, ele foi imerso em uma solugdo de RNA later, para
estabilizacdo do RNA no musculo, e posteriormente armazenado no freezer -80°C.

Para extracdo do RNA, amostras de musculos foram homogeneizadas com politron
(Kinematica AG, Littau- Lucerne, Switzerland) e isolados utilizando-se o reagente trizol
(Invitrogen, Carlsbad, California), seguindo as instrucdes do fabricante. As amostras foram
dissolvidas em &gua DEPC e suas concentracbes foram determinadas utilizando-se o
espectrofotobmetro (Nanodrop) nos comprimentos de onda de 260nm (RNA) e 280nm
(proteina). O grau de pureza da amostra foi avaliado através da relagdo das leituras 260 e
280nm.

A transcricdo reversa do RNA total para cDNA foi realizada utilizando a enzima
transcriptase reversa Super-script ITM Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carllsbad, CA,
USA).

Os primers que foram utilizados nas reacGes de qRT-PCR foram desenhados pelo
programa Primer Express (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As reacdes de PCR
em tempo real (QRT-PCR) foram realizadas em duplicata, em placas especificas de 96 pocos
no equipamento StepOne System, usando o sistema para deteccdo de produtos de
amplificagdo “TagManR Gene Expression Master Mix” (Applied Biosystems, USA).

A reacdo de PCR foi realizada nas seguintes condicdes: iniciada a 50°C durante 2
minutos, seguida de 95°C durante 10 minutos e a amplificacdo foi realizada por 40 ciclos de
15 segundos a 95°C (desnaturacdo) e 1 minuto a 60°C (hibridizacao e extenséo).

O sinal de fluorescéncia emitida em decorréncia da amplificacdo da sequéncia de
DNA-alvo, gerou o pardmetro ciclo, denominado “Cycle threshold” (Ct). Para cada amostra
de cDNA, o Ct de cada gene foi registrado e comparado com o gene da -actina, considerado

o0 controle endogeno.
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Os valores obtidos de Ct foram utilizados para determinar a expressao relativa de
MRNA de cada gene em relagdo ao controle endégeno, a partir da reacdo Delta Ct (ACt).

ACt= (Ct gene alvo — Ct controle enddgeno)
Quanto menor for o nimero inicial do Ct obtido do gene-alvo existente na amostra,

comparativamente com outro gene, houve maior amplificacdo do gene-alvo, apresentando

uma maior expressdo génica.

Quadro 2. Identificacdo dos genes para reacdo de -RT-PCR disponibilizados pela Apllied

Biosystems.

Identificacdo Gene
Rn00693900_m1 mTOR
Rn00579546_m1 P70s6k1
Rn00587824_m1 4Ebpl
Rn00821567_g1 Eifde
Rn00590197_m1 MURF1

RNn00591730_m1

Atrogin 1/MAFBXx

Rn00569313_m1

LAT 1 (Slc7ab5)

Rn00710421_m1

SNAT 2 (Slc38a2)

Rn01759899 gl

CD98 (Slc3a2)

Rn00667869_m1

Actb
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4.12 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software SPSS versdo 17.0. Os
resultados foram expressos em média + desvio-padrdo. Inicialmente, foi realizado o teste de
Shapiro-Wilk, para avaliar a normalidade dos dados. Nas variaveis nas quais a normalidade
ndo foi confirmada, procedimentos ndo paramétricos foram utilizados, ou os dados foram
transformados logaritmicamente. As comparac@es entre os grupos foram avaliadas por meio
de andlise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey, para identificacdo dos
contrastes significantes. Em todas as analises foi considerado um nivel de significancia de
5%.
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5 RESULTADOS

Durante todo o experimento, foram realizados 5 testes de esforco maximo, para
adequar ao protocolo de treino e para a distribuicdo dos animais nos grupos apos oito semanas
de TF. Durante a redistribuicdo dos animais, para iniciar o DF na oitava semana, observou-se
diferenca estatisticamente significativa apenas entre o grupo SED em relagcdo aos demais
grupos. Apos o DF, na semana 13, observou-se diferenca estatisticamente significativa do
grupo TREIN em relacdo aos demais grupos. Assim, pode-se concluir que o TF foi efetivo e

que diferiu dos grupos que cessaram o treinamento (gréfico 1).

3-
. + * SED
TREIN
2 4 DT
= DT+LEU
1S DTRC
X
1 - DTRC+LEU
0 | 1 1 1 1
Q v L3 NS NE
Semanas

Gréfico 1. Teste de esforco maximo dos animais dos grupos experimentais.

Dados expressos em média + desvio padréo.

* SED x TREIN; SED x DT; SED x DT+LEU; SED x DTRC; SED x DTRC+LEU, p<0,05

" TREIN x SED; TREIN x DT; TREIN x DT+LEU; TREIN x DTRC; TREIN x DTRC+LEU, p<0,05

Os gréficos 2 e 3 apresentam a massa corporal inicial e final dos grupos experimentais,
respectivamente. N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos,
guando avaliada a massa corporal inicial. Quando analisada a massa corporal final, apés o
periodo de DF, foi observado que os grupos DTRC e DTRC+LEU tiveram diferenca
estatisticamente significativa quando comparados aos grupos DT e DT + LEU. Os grupos
DTRC e DTRC+LEU tiveram sua massa corporal final reduzida em comparagdo aos valores

do grupo DT.
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Gréfico 2. Massa corporal inicial (g) dos animais dos grupos experimentais.
Dados expressos em média + desvio padréo.
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Gréfico 3. Massa corporal final (g) dos animais dos grupos experimentais.
Dados expressos em media £ desvio padrao.

* DTRC x SED; DTRC x DT; DTRC x DT+LEU, p<0,05

*DTRC+LEU x DT; DTRC x DT+LEU, p< 0,05

O gréfico 4 apresenta a variacdo percentual de massa corporal, referente & massa
corporal inicial da 1 semana e a massa corporal final da 142 semana de experimento. Pode-se
observar diferenca estatisticamente significativa entre os grupos DT e DT+LEU, em relacdo
aos grupos DTRC; DTRC+LEU. Observou-se maior ganho de peso dos grupos submetidos ao

DF em relacéo aos grupos destreinados submetidos a RC. O grupo TREIN néo foi diferente
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estatisticamente do grupo SED, mas diferiu dos demais grupos, enquanto os grupos DT e
DT+LEU tiveram diferenca estatisticamente significante quando comparados aos grupos
DTRC e DTRC+LEU.
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Gréfico 4. Variagao da massa corporal (%)

Dados expressos em média + desvio padréo.

*DT x SED; DT x TREIN, p<0,05

"DTRC x SED; DTRC x TREIN; DTRC x DT; DTRC x DT+LEU, p< 0,05

" DTRC+LEU x SED; DTRC +LEU x TREIN; DTRC +LEU x DT; DTRC + LEU x DT+LEU, p<0,05

O consumo de racdo esta apresentado no grafico 5. Pode-se observar diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos DTRC e DTRC+LEU, em relacdo aos demais

grupos. Dessa forma, pode-se concluir a efetividade da RC de 30%, em relacéo ao grupo DT.
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Gréfico 5. Consumo de ra¢do semanal durante a 9% e 142 semana.

Dados expressos em média + desvio padréo.

* DTRC x SED; DTRC x TREIN; DTRC x DT; DTRC x DT + LEU, p<0,05
" DTRC + LEU x SED; DTRC + LEU x TREIN; DTRC + LEU x DT, p<0,05

Em relacdo a quantidade media de leucina consumida pelos animais suplementados
(DT+LEU e DTRC+LEU), a quantidade foi de 2g de leucina/kg/peso corporal/dia. Estudo de
Crozier et al. (2004) apontou que pequena dose de leucina 0,060-1,35g/kg/peso corporal/dia
foi suficiente para se verificar aumento da sintese proteica muscular, mostrando, assim, que a
quantidade utilizada no presente estudo foi adequada para se observar estimulo na sintese
proteica muscular dos animais. Além disso, este valor encontra-se dentro das quantidades
recomendadas e ndo ultrapassa o limite superior de 5%, no qual pode ser observado efeito
adverso (TSUBUKU et al., 2004).

Para confirmacdo das concentracdes de leucina, tanto nos animais quanto na racao
ofertada, foi realizada a analise de aminograma. A tabela 2 apresenta a andlise da
concentracdo de aminoacidos no soro dos animais dos grupos experimentais. Foi observada
maior concentragdo do aminoacido leucina no sangue dos animais dos grupos que foram

suplementados em relacdo aos demais, porém sem diferenca estatisticamente significativa.



Tabela 2. Concentragdo de aminoécidos no sangue dos animais

AMINOACIDOS SED TREIN DT

LEU

DTRC DTRC+LEU

Asparagina (mg/kg) 7,4
Glutamina (mg/kg) 82,5
Alanina (mg/kg) 46,6
Arginina (mg/kg) 28,5
Ac. Aspartico (mg/kg) 5,8
Glicina (mg/kg) 26,2
Isoleucina (mg/kg) 9,1
Leucina (mg/kg) 17,0
Ac. Glutamico (mg/kg) 36,6
Lisina (mg/kg) 60,7
Cistina (mg/kg) 9,9
Metionina (mg/kg) 7,7
Fenilalanina (mg/kg) 11,6
Tirosina (mg/kg) 11,5
Treonina (mg/kg) 25,4
Prolina (mg/kg) 17,2
Valina (mg/kg) 17,5
Histidina (mg/kg) 7,7
Serina (mg/kg) 26,8
Taurina (mg/kg) 35,5

8,0
97,1
39,2
25,9

4,1
33,9

9,6
15,4
32,1
61,4
16,5

7,7
10,7
11,0
25,5
16,9

16,51 15,74 17,34 15,65

7,7
29,5
39,4

8,0
95,2
43,0
20,3

4,0
30,4

9,2
15,8
28,1
63,4
14,2

7,6
10,6

9,7
22,0
16,7

6,8

7,4
97,9
41,2
21,5

3,7
24,7

9,9
17,5
22,5
70,6
14,3

7,9
10,8
10,1
22,9
17,2

7,0

7,8
94,9
50,3
22,1
4,7
36,8

8,9
16,2
24,2
63,1
11,5

8,2
10,7
11,0
23,5
25,8

8,4

27,0 23,0 350
39,2 410 425

9,5
110,6
52,1
29,1
5,9
30,3
8,9
19,5
24,6
69,1
12,4
8,7
11,3
10,6
22,1
24,1
15,31
8,2
28,7
46,5

Dados expressos como média dos animais dos grupos experimentais.
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Na Tabela 3, estdo apresentadas as concentracdes séricas dos aminoécidos de cadeia

ramificada e a sua somatoria.



Tabela 3. Concentracao sérica dos aminoécidos de cadeia ramificada dos grupos experimentais

ACR

SED TREIN DT LEU DTRC DTRC+LEU

Leucina (mg/kg)
Valina (mg/kg)
Isoleucina (mg/kg)
Somatoria dos ACR

17,0 154 158 175 16,2 19,5
175 16,51 15,74 17,34 15,65 15,31
9,1 9,6 92 99 8,9 8,9

43,5 41,5 40,7 44,8 40,7 43,7

Dados expressos como média dos animais dos grupos experimentais.
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Além do aminograma realizado no sangue dos animais, foi realizado o aminograma

das racGes que foram ofertadas aos animais durante a 92 e a 14 semanas, conforme a tabela 4.

Tabela 4. Concentragdo de amino&cidos das racdes ofertadas aos animais

Racao

Valina (%) Isoleucina (%) Leucina (%)

CON
LEU

RC
RC+LEU

0,72 0,53 1,11
0,75 0,59 1,25
1,02 0,75 1,56
2,14 2,42 8,76

Apds a eutanasia dos animais, foram retirados e pesados 0s coxins adiposos, tecido

muscular e figado, conforme resultados apresentados na tabela 5.
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Tabela 5. Peso dos coxins adiposos, do tecido muscular e do figado dos animais dos grupos

experimentais.

SED TREIN DT DT+LEU DTRC DTRC+LEU

Peso final (g) 555,2 + 25,88 536,2 + 37,81 601,3 + 51,19 572,8 + 37,05 477,9+ 53,01 497,4 +59,81
EPI (g) 106+436 67376 99+249" 78+161" 34+158  33+1096
SUB (9) 132+1,98° 72+234% 141+402° 11,0+222" 48+143 46109
RET (9) 79+261° 45233 73+286" 63+251% 17152 1,7+139

GASTROD (g) 29%018 31+031 33+019% 322009 29+037 3,0%039
GASTROE(g) 30+014 29+043 33+032 31+045 29+039 3,1+0,35
FIGADO(g) 138+169 133+219 146+217 138+137 128+137 135+1,73

Dados expressos como média + desvio padrdo. Os coxins adiposos pesados foram o epididimal (EPI);
0 subcutaneo (SUB); e o retroperitoneal (RET). O musculo pesado foi o gastrocnémio (GASTRO).
“SED x DTRC; SED x DTRC+LEU, p<0,05

*DT x DTRC; DT x DTRC+LEU, p<0,05

*DT+LEU x DTRC; DT+LEU x DTRC+LEU, p<0,05

&TREIN x SED; TREIN x DT, p<0,05

*DT x DTRC, p<0,05

Foi observada diferenca estatisticamente significativa, quando avaliados os coxins
adiposos epididimal, subcutaneo e retroperitoneal entre os grupos SED, DT e DT+LEU em
relacdo aos grupos submetidos a restricdes caloricas (DTRC e DTRC + LEU). Houve
diferenca estatisticamente significativa entre o grupo TREIN em relagcdo aos grupos SED e
DT, quando avaliado o tecido adiposo subcutaneo. Assim, observou-se aumento dos tecidos
adiposos nos grupos que foram submetidos ao DF, em comparacdo aos que foram submetidos
a RC. Além disso, foi observada diferenca estatisticamente significativa entre o DT e o
DTRC, quando avaliado o musculo gastrocnémio direito. O gastrocnémio esquerdo e o figado
néo tiveram diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos experimentais.

Em relacdo as composicdes corporais dos animais, foram apresentados os resultados
de umidade, gordura, massa livre de gordura e proteina da carcaca, de forma absoluta e
relativa, conforme os graficos a seguir. Ndo foi observada diferenca estatisticamente
significante quando foram avaliadas a umidade absoluta e a relativa entre 0s grupos

experimentais no periodo pos-destreinamento (Graficos 6 e 7).
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Graéfico 6. Peso (g) da umidade dos animais dos grupos experimentais.
Dados expressos em média + desvio padréo.

80
60
X 40 A
20+
0 T T
6@0 Q/\é
«Q‘

Gréfico 7. Percentual de umidade dos animais dos grupos experimentais.
Dados expressos em média + desvio padrao.

Em relacdo ao percentual de gordura corporal e gordura absoluta, observou-se
quantidade mais elevada nos grupos DEST e LEU, em relagdo aos grupos DTRC e
DTRC+LEU (Gréficos 8 e 9).
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Gréfico 8. Peso gordura corporal (g) dos animais dos grupos experimentais.
Dados expressos em média + desvio padréo.

"SED x TREIN; SED x DTRC; SED x DTRC+LEU, p<0,05

‘DT x DTRC; DT x DTRC+LEU, p<0,05

*DT+LEU x DTRC; DT+LEU x DTRC+LEU, p<0,05
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Graéfico 9. Percentual da gordura corporal dos animais dos grupos experimentais.
Dados expressos em média + desvio padréo.
“SED x TREIN; SED x DTRC; SED x DTRC+LEU, p<0,05
DT x DTRC; DT x DTRC+LEU, p<0,05
*DT+LEU x DTRC; DT+LEU x DTRC+LEU, p<0,05
Em relagcdo a massa livre de gordura, observou-se diferenca estatisticamente
significativa entre os animais dos grupos restricdes (DTRC e DTRC+LEU) e os demais
grupos. Observou-se aumento da massa livre de gordura nos animais submetidos a RC

(Graficos 10 e 11).
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Gréfico 10. Peso MLG (g) dos animais dos animais dos grupos experimentais.
Dados expressos em média + desvio padréo.
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Grafico 11. Percentual da massa livre de gordura dos animais dos grupos experimentais.
Dados expressos em média * desvio padrao.

“"SED x TREIN; SED x DTRC; SED x DTRC+LEU, p<0,05

‘DT x DTRC; DT x DTRC+LEU, p<0,05

“DT+LEU x DTRC; DT+LEU x DTRC+LEU, p<0,05

N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos quando
avaliada a proteina da carcaca, de forma absoluta e relativa, conforme observado nos graficos

13 e 14, respectivamente.
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Gréfico 12. Peso da proteina da carcaca (g) dos animais dos grupos experimentais.

Dados expressos em média + desvio padréo.
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Grafico 13. Percentual da proteina da carcaga dos animais dos grupos experimentais.

Dados expressos em média * desvio padrao.
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A tabela 6 apresenta os valores do teste de tolerancia a glicose (OGTT) e do teste de

tolerancia a insulina (ITT) nas semanas 9 e 13. No OGTT, houve diferenca estatisticamente

significante na 13 semana, entre os grupos DTRC e DTRC+LEU, quando comparados aos

grupos SED e DT. Para o teste ITT, ndo foi observada diferenca entre os grupos nas duas

semanas de teste.



70

Tabela 6. Area sob a curva (ASC) e constante da taxa de desaparecimento da glicose plasmatica

(KITT) dos grupos experimentais

OGTT ITT

Semana 9 Semana 13 Semana 9 Semana 13
SED 3.619+1.093 5.282+2.012 2,081+0,83 1,555+0,7669
TREIN 3.686 £1.055  3.533 +1.466 1,826 + 0,44 1,587 £0,2510
DT 3.593+1.575 5.672+1.909 1,677+0,31  1,955+0,5281
DT+LEU 3.682+889,9 4586+830,3 1,783+0,36 2,029 +0,6671
DTRC 3.686+1.301 2.963+1.261* 1,536+0,3918 2,108+ 0,6291
DTRC+LEU  3.736+962,8 2.762+1.421" 1,969+ 0,2685 2,087 +0,2734

Dados expressos como média * desvio padrao.

*DTRC x SED; DTRC x DT, p<0,05

* DTRC + LEU x SED; DTRC + LEU x DT, p<0,05

A tabela 7 apresenta as concentracOes séricas de adiponectina, TNF-a, PAI-1, Leptina

e MCP-1 nos grupos experimentais. Foi observada diferenca estatisticamente significativa

apenas na leptina, entre o grupo DT e os grupos submetidos a RC (DTRC e DTRC+LEU).
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Tabela 7. ConcentracGes séricas de adiponectina, TNF-a, PAI-1, Leptina, MCP-1

SED TREIN DT DT+LEU DTRC DTRC+LEU

Adiponectina
(pg/mL)
TNF-a
(pg/ml)

PAI-1

(pg/mL)
Leptina
(pg/ml)
MCP-1
(pg/ml)

Dados expressos como média * desvio padrao.

*DTRC x SED; DTRC x DT, DTRC x DTRC+LEU, p<0,05
* DTRC + LEU x DT, p<0,05

30965+ 72 21378 +52 20338 +43 19610+41 24103+91 25048 + 81

2485+ 1145 2495+1231 2524+943 29,30+ 643 29461684 2559 + 9,45

2814 +152,2 2243 + 66,83 205,7 + 97,13 190,9 + 62,15 180,3 + 46,82 144,2 + 85,63

3595+283 2392+1347 4,750+303 3113+1,78 07637 + 052" 1,021+ 047"

332,7+£194,2 3064 +211,5 307,9 + 2065 307,6 + 2143 2631+ 169,0 276,7 +202,1

Para verificar se houve alteracdo na expressao de proteinas miofibriares, no periodo de
RC, e suplementacdo com leucina em ratos destreinados, foi avaliada a expressdo da proteina
miofibrilar de cadeia pesada MyHC-7, no musculo, conforme o grafico 14. Os valores foram
expressos em unidades arbitrarias (AU) e a banda foi representada pelas melhores fotos
correspondentes a proteina, com sua proteina constitutiva correspondente (B-actina).

Foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos SED e TREIN.
No entanto, ndo foi observada diferenca estatisticamente significante quando avaliada a

expressdo da proteina MyHC-7 nos grupos que foram submetidos ao destreinamento.
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Gréfico 14. Quantificacdo da proteina MyHC-7 (unidades arbitrarias) no tecido muscular dos animais
dos grupos experimentais.

Dados expressos em média + desvio padréo.

* TREIN x SED; TREIN x LEU, p<0,05

A expressdo das proteinas totais e fosforiladas envolvidas na via de sinalizacdo de
sintese proteica estd apresentada nos graficos a seguir, nos quais 0s valores estdo expressos
em unidades arbitrarias (AU) e as bandas sd@o as melhores fotos correspondentes a proteina,
com sua proteina constitutiva correspondente (B-actina).

Em relacdo aos resultados das expressdes de proteinas, ndo foram detectadas
diferencas estatisticamente significativas para as proteinas fosforiladas e totais, envolvidas na

via de sinalizacdo da sintese proteica, no tecido muscular (Graficos 15 ao 23).



73

P-mTOR

0.4+
0.34
2 0.2
0.14
0.0 T T
QO > A N O )
90 2 Q,‘b V@ <& &
&Q' Q Qs,"

Grafico 15. Quantificacdo da proteina P-mTOR (ser®®

animais dos grupos experimentais.
Dados expressos em média + desvio padrdo.
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Gréfico 16. Quantificacdo da proteina mTOR total (unidades arbitrérias) no tecido muscular dos
animais dos grupos experimentais.
Dados expressos em média + desvio padrao.
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Graéfico 17. Quantificacio da proteina P-p70S6k (Thr*®) (unidades arbitrarias) no tecido muscular dos
animais dos grupos experimentais.
Dados expressos em média + desvio padrdo.
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Gréfico 18. Quantificacdo da proteina p70S6k total (unidades arbitrérias) no tecido muscular dos
animais dos grupos experimentais.
Dados expressos em média + desvio padrao.
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Graéfico 19. Quantificagdo da proteina P-4EBP1(Thr'®) (unidades arbitrérias) no tecido muscular dos
animais dos grupos experimentais.
Dados expressos em media £ desvio padrao.
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Gréfico 20. Quantificacdo da proteina 4EBP1 total (unidades arbitrarias) no tecido muscular dos
animais dos grupos experimentais.
Dados expressos em média + desvio padrao.

NISHIMURA, L.S.
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Graéfico 21. Quantificacdo da proteina P-EiF4-E (ser 2
animais dos grupos experimentais.
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Gréfico 22. Quantificacdo da proteina EiF4-E total (unidades arbitrarias) no tecido muscular dos
animais dos grupos experimentais.
Dados expressos em média +desvio padréo.

No gréfico 23 (A; B; C; D), sdo apresentadas as relacdes das proteinas fosforiladas em

relacdo as proteinas totais da via de sinalizacéo da sintese proteica.
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Grafico 23. Relagdo da quantificacdo de proteinas envolvidas na via de sinalizacdo da sintese proteica
mTOR (A), P-s6K1(B), P-4EBP1(C) e elF4E (D) fosforilada em relacéo a total.
Dados expressos em média * desvio padrao.

Observou-se maior relacdo da proteina P-mTOR/mTOR total; contudo, sem diferenca
estatisticamente significativa. Nas demais proteinas, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa, quando avaliada a relacdo das expressdes de proteinas
fosforiladas em relagdo as proteinas totais, envolvidas na via de sinalizagdo da sintese

proteica, no tecido muscular dos grupos experimentais.

Em relacdo as expressdes de mRNA de proteinas envolvidas na via de sinalizagdo da
sintese proteica mTOR, P-4EBP1, P-s6K1 e elF4E, ndo foram observadas diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos (Gréafico 24 A; B; C; D).
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Gréfico 24. Expressao do mRNA de mTOR (A), p70S6K1(B), 4E-BP1 (C) e elF4E (D) (unidades
arbitrarias) no tecido muscular dos animais dos grupos experimentais.

Considerando que ndo houve diferenca estatisticamente significante, quando avaliadas
as expressdes das proteinas envolvidas na via de sinalizagdo da sintese proteica, degradacdo e
proteina miofibrilar, foi realizada a expressdo génica de transportadores de leucina, LAT-1,
SNAT-2 e CD98 (Gréficos 25, 26 e 27).
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Gréfico 25. Expressdo do mRNA do transportador LAT1 (unidades arbitrarias) no tecido muscular
dos animais dos grupos experimentais.
Dados expressos em média + desvio padrdo.
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Gréfico 26. Expressdo do mRNA do transportador SNAT2 (unidades arbitrarias) no tecido muscular
dos animais dos grupos experimentais.
Dados expressos em média + desvio padrao.
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Gréfico 27. Expressdo do mRNA do transportador CD98 (unidades arbitrarias) no tecido muscular
dos animais dos grupos experimentais.
Dados expressos em média + desvio padréao.

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significantes quando avaliados o0s
transportadores de leucina (LAT1; SNATZ2; CD98).

Quando avaliada a expressdo de mRNA de proteinas envolvidas na degracdo proteica
(MuRF e Atrogin-1), foi observada menor expressdo de mRNA da Atrogin-1, nos animais que
foram suplementados com leucina, ap6s o periodo de restricdo; contudo, sem diferenca

estatistica significante (Gréfico 29).
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Gréfico 28. Expressdao do mRNA da MURF1 (unidades arbitrérias) no tecido muscular dos animais
dos grupos experimentais.

Dados expressos em média + desvio padréo.
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Graéfico 29. Expressdao do mRNA da Atrogin-1 (unidades arbitrarias) no tecido muscular dos animais
dos grupos experimentais.

Dados expressos em média + desvio padréo.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a suplementacdo com
leucina nos pardmetros moleculares envolvidos nas vias de sinalizacdo de sintese e
degradacdo proteica no musculo séleo, em ratos destreinados submetidos & RC. Estudos
realizados anteriormente, no nosso laboratorio, avaliaram a suplementacdo da leucina em
situacdo de DF fisico, sem a intervencdo de RC, no musculo e no tecido adiposo. Neste
trabalho, observou-se aumento do consumo alimentar ap6s o periodo de DF, principalmente
nas primeiras semanas apos a cessacdo do TF, ocasionando aumento do peso corporal dos
animais (MATOS-NETO, 2011).

Nesse sentido, o presente trabalho diferenciou-se do trabalho de Matos-Neto (2011)
por apresentar a intervencdo da RC, considerada uma estratégia nutricional fundamental para
0 controle do peso corporal dos animais. Mais especificamente, o presente trabalho objetivou
avaliar estratégias nutricionais para minimizar os efeitos do DF no masculo séleo, como o
ganho de massa gorda e a perda de massa muscular.

Como reportado anteriormente, o presente estudo foi realizado em dois momentos. No
primeiro, todos os animais foram submetidos ao TF em esteira ergométrica, durante 8
semanas, exceto o grupo sedentario, que se manteve sem o TF em todo periodo do trabalho.
Vale ressaltar que os animais foram distribuidos inicialmente em relacdo ao peso corporal e
ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa, confirmando que todos se
encontravam com o peso corporal semelhante no inicio do trabalho.

A partir da 8% semana, os grupos foram redistribuidos em relacdo ao peso corporal,
OGTT e TEM. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas nessas
variaveis. Tal fato indica que todos os animais iniciaram o periodo de DF semelhantes quanto
as variaveis peso corporal, e OGTT. Foi observada apenas diferenca entre 0 TEM dos grupos
submetidos ao TF, em relacdo ao grupo sedentario, o que comprova a efetividade do TF
nesses animais.

Estudos apontam que uma das consequéncias do DF pode estar relacionada ao ganho
de massa corporal (YASARI et al., 2007; PETIBOIS et al., 2004), visto que o DF reduz o
gasto energético. Em animais, também se verificou que duas semanas de DF ocasionaram
reducdo da ingestdo dietética e da taxa metabolica basal apds periodo de 4 semanas de natacdo
(MAZZUCATTO et al., 2014).



83

No entanto, no estudo de Matos-Neto (2011), que avaliou o efeito da suplementacéo
com leucina em animais submetidos ao DF, observou-se aumento do consumo alimentar apos
0 periodo de DF, principalmente nas primeiras semanas ap0s a cessacdo do treinamento, e,
consequentemente, aumento do peso corporal dos animais.

Da mesma forma, no presente estudo, ao cessar o TF, observou-se aumento do peso
corporal apds o periodo de destreinamento (DT=601,26+47,88g) e reducdo ap6s a RC
(DTRC=447,92+49,58g; DTRC+LEU=497,36+55,94g). Assim, nos grupos submetidos as
restricdes caloricas, com a ingestdo reduzida em 30%, esse aumento de peso corporal ndo foi
observado, mostrando a eficiéncia da RC de 30% nos ratos submetidos ao DF.

Mais especificamente, quando avaliada a variagcdo do peso corporal, o grupo DT
apresentou o maior ganho de peso corporal (19,43%4,7%), enquanto 0s grupos submetidos a
restricdo calorica reduziram o peso corporal (DTRC=-5,75+4,44; DTRC+LEU=-
2,21+3,09%), porém sem diferenga estatisticamente significativa entre eles. Entretanto, o
percentual de RC de 30% adotado no presente estudo fez com que os animais perdessem
muito peso corporal, podendo ser prejudicial a eles, uma vez que a reducéo do peso corporal
pode contribuir para a diminuicdo da massa muscular esquelética.

O ganho de peso corporal tem sido relacionado com o aumento de volume celular e do
namero de tecidos adiposos. Esse aumento do nimero de adipdcitos pode desencadear um
processo inflamatério, com consequente aumento de proteinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-
6, induzindo dano muscular, pela ativacdo da protedlise (ZEANANDIN, 2011;
HOTAMISLIGIL, 2006). No trabalho de Torres-Leal et al. (2011), observou-se reducdo da
proteina TNF-a no soro de animais submetidos ao treinamento de endurance, decorrente da
reducdo do tecido adiposo apds a realizacdo do exercicio. Ainda, estudos apontam que a
inflamacédo pode desencadear um processo catabolico (CAl et al., 2004) e aumentar a perda de
massa muscular ja observada no DF (FONSECA-ALANIZ et al., 2007).

No presente trabalho, ndo foi observada mudanca no quadro inflamatério dos animais,
quando avaliadas as citocinas séricas. No entanto, no estudo de Pedroso (2013), trabalho
desenvolvido em paralelo ao presente estudo com os mesmos animais, verificou-se aumento
de expressao de proteinas inflamatérias (PKC) no tecido adiposo ap6s o periodo de DF.

Uma das estratégias nutricionais que podem ser utilizadas para minimizar os efeitos do
DF, é a RC, definida pela reducao da ingestdo de alimentos sem desnutricdo. A RC apresenta
efeitos benéficos, como a reducdo da massa adiposa, a melhora da sensibilidade & insulina em

diversos tecidos, a reducdo do risco de inflamages crénicas do organismo (GENARO et al.,
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2009; YE & KELLER, 2010) e o aumento da longevidade (MASORO, 2003). Em roedores,
observa-se que a reducdo da ingestdo de proteina ou de certos aminoécidos também pode
aumentar a longevidade (ORENTREICH et al., 1993); no entanto, cada animal pode
responder de forma diferente a essa situagdo catabdlica.

Ainda nesse contexto, a RC pode estar relacionada a efeitos maléficos a satde, como o
desenvolvimento da desnutricdo caldrica, devido a diminuicdo de micronutrientes, algumas
vezes ndo adicionados a racdo dos animais (CERQUEIRA & KOWALTOWSKI, 2010).
Nesse sentido, estudos realizados em animais sugerem que o grau e o tempo de RC, bem
como a composicdo da dieta, desempenham papel importante na promocdo da saude e da
longevidade (SOHAL & FORSTER, 2014).

Excesso de nutrientes, em especial, dietas ricas em gordura, podem reduzir a
capacidade de leptina e insulina em promover o aumento da atividade da mTORC1 e reduzir a
ingestdo de alimentos (LAPLANTE & SABATINI, 2012). Logo, ndo apenas a ingestdo de
calorias é importante, no prolongamento de uma vida saudavel, mas também a qualidade da
dieta pode ser um fator determinante para manter a sintese de proteina e levar ao aumento da
longevidade.

Diferentes protocolos de RC s&o utilizados, como protocolos de 8 a 60% de RC, sem a
suplementacdo de vitaminas e minerais, e protocolos de RC entre 20 a 50%, com a
suplementacdo de micronutrientes (CERQUEIRA & KOWALTOWSKI, 2010). Considerando
que a adicdo de micronutrientes pode levar a respostas diferentes, o presente estudo se baseou
no trabalho de Cerqueira & Kowaltowski (2010) para determinar o percentual de RC a ser
utilizado, além da adicdo de micronutrientes na ragdo, para que o animal ndo sofresse
desnutricdo.

Assim, o presente estudo utilizou uma RC de 30%, durante 6 semanas, com ajuste em
relacdo aos aminodacidos essenciais, para manter o mesmo teor de nitrogénio ofertado na racdo
suplementada. Ainda, foi adicionado um mix de minerais, calculado a partir do estudo de
Pugh et al. (1999).

No presente estudo, a RC foi utilizada para minimizar o ganho de peso corporal
observado apds o periodo de cessacdo de TF. Os animais, apos o periodo de DF, tiveram
aumento do peso corporal e, particularmente, aumento da gordura corporal, em comparagédo
aos grupos que foram submetidos a RC.

Nesse sentido, a RC foi eficiente em reduzir a quantidade de gordura corporal, além de

melhorar pardmetros moleculares relacionados a inflamagéo, como JNK e PKC no tecido
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adiposo (PEDROSO, 2013). Ressalta-se, novamente, que o estudo de Pedroso (2003) foi
desenvolvido concomitantemente ao presente trabalho, que avaliou a influéncia da RC nos
parametros inflamatorios nos ratos submetidos ao DF.

Em estudos realizados em animais (YOU et al., 2007; CHEN et al., 2010) e em
humanos (AHMADI et al., 2011), observaram-se a melhora na composi¢cdo corporal e a
diminuicdo da gordura corporal ap6s periodo de RC.

Como citado anteriormente, a RC é vista como uma situacdo catabdlica, uma
intervencdo que ocasiona perda de massa muscular. Adicionalmente, 0 aumento da gordura
corporal e 0 aumento da inflamacdo também podem levar a um quadro catabolico, podendo
contribuir para a diminuigdo da massa livre de gordura dos animais. Estudos em humanos, em
intervencdo em longo prazo, verificaram reducdo da massa magra nesses individuos com
aumento da inflamacdo (LARSON-MEYER, 2006; REDMAN et al., 2011).

Ressaltamos que o balanco energético e a ingestdo de proteina da dieta sdo fatores
criticos, que contribuem para a regulacdo da massa muscular esquelética, por influenciar o
metabolismo das proteinas, principalmente no musculo esquelético (GORDON et al., 2008).

Segundo Weinheimer et al. (2010), observou-se, em mais da metade dos estudos
avaliados, que a restricdo de energia induziu a perda de peso de 5 a 10% da massa corporal
inicial. Além disso, mais do que um quarto dessa mudanca na massa corporal total foi
resultado de decréscimos em massa livre de gordura.

De forma geral, o periodo agudo de balango energético negativo associado ao jejum
pode resultar no aumento da protedlise e na oxidacdo de aminoacido. Essa protedlise pode se
tornar menos pronunciada por longo prazo, visto que 0 organismo se adapta e conserva as
reservas de energia e proteina (KNAPIK et al., 1991; STEIN et al., 1991). No trabalho de Nair
et al. (1987), os autores verificaram aumento da proteolise e da oxidacdo apos 72h de jejum;
porém, em adultos obesos, com balanco nitrogenado negativo, observou-se diminuicdo da
sintese proteica de apenas 20% no periodo de 4 semanas. Uma vez que o presente estudo
realizou RC pelo periodo de 6 semanas, a duracdao da intervencdo pode ter ocasionado uma
adaptacao a essa situacdo e consequente conservacdo das reservas corporais dos animais.

Individuos saudaveis, com peso adequado, tais como atletas, também podem passar
por periodos de saldo negativo de energia resultante da restricdo energética na dieta, do
aumento do gasto energético ou dos efeitos combinados de ambos (CARBONE et al., 2012).
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Ressalta-se que dietas com elevada propor¢do de proteina ingerida podem ocasionar
aumento da perda de peso e reducdo da gordura corporal, além de reducdo da perda de massa
magra (FARNSWORTH et al., 2003).

Dessa forma, a RC e a suplementacdo com leucina, conjuntamente, representariam as
principais estratégias para minimizar os efeitos desencadeados pela cessacdo do TF.

Considerando a importancia da leucina na ativacdo da sintese proteica, e na
diminuicdo da degradacéo proteica muscular (ANTHONY et al., 2002; ZANCHI et al., 2008),
foi de suma importancia a suplementacdo desse aminoacido, para minimizar o catabolismo
proteico muscular, que pode ser observado em condi¢fes como o DF, a RC ou em ambas as
situacoes.

Nesse sentido, estudos apontam que a suplementacdo com leucina parece atuar de
forma eficiente no balango proteico e na reducdo da gordura corporal, resultando em
mudangas significativas na composi¢cdo corporal (DONATO et al., 2006). Estudo realizado
em nosso laboratorio aponta a suplementagdo de leucina como potencial estimulo ao
incremento no conteddo de proteina corporal e massa magra em animais submetidos a
periodos de restricdo alimentar intercalados por recuperacdo nutricional (DONATO et al.,
2006).

Ressaltamos, ainda, que realizamos um estudo piloto, no qual observamos que a
suplementacdo com leucina, durante a RC, de 30% preservou a massa magra e melhorou

marcadores de anabolismo proteico em ratos (PEDROSO et al., 2014).

A leucina, quando suplementada de forma isolada, pode alterar as concentracdes
plasmaticas dos demais aminoacidos de cadeia ramificada (RIEL et al., 2003). Assim, foram
incluidos os aminoacidos isoleucina e valina nas racfes oferecidas para 0s animais
suplementados. A quantidade utilizada de ACR e sua proporcdo foram baseadas no artigo de
Balage (2010), que apontou aumento na fosforilacdo de proteinas envolvidas na via de
sinalizacdo de sintese proteica muscular. Vale ressaltar que os animais que ndo receberam
suplementacdo com aminoécidos de cadeia ramificada tiveram suas racfes ajustadas,
adicionadas de aminoacidos essenciais (serina, alanina, glicina, prolina e aspartato), para
manter a mesma concentracdo de nitrogénio encontrada nas ra¢Ges suplementadas com
leucina, valina e isoleucina; possibilitando, assim, se verificar que o efeito encontrado foi

referente a leucina — e ndo a quantidade de nitrogénio disponivel nos aminoacidos.
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Para confirmacdo das concentracdes de aminoécidos oferecidas nas ragdes e nas
concentracOes sericas dos animais, foi realizada a analise de aminograma nos diferentes tipos
de racdo e no soro dos animais de cada grupo.

Dentre os processos que contribuem para 0 aumento da concentracdo sérica de ACR,
incluem-se a ingestdo alimentar e a degradacdo proteica tecidual. J& os principais processos
que afetam o desaparecimento dos ACR séricos incluem a sintese proteica, a excrecdo e a
oxidacéo de ACR (LYNCH & ADAMS, 2014).

Nesse sentido, verificou-se quantidade de ACR mais elevada nos grupos
suplementados, porém sem diferenca estatisticamente significativa. No entanto, vale ressaltar
que apds a ingestdo cronica de leucina, parte dela, cerca de 35%, se encontra no musculo,
sendo os principais aminoacidos oxidados nesse tecido. Dessa forma, a quantidade desses
aminoacidos encontrados no plasma ndo aponta a eficiéncia da suplementacdo desses
amino&cidos de cadeia ramificada.

Além disso, Miralles-Arnau et al. (2011) verificaram que a suplementacdo de leucina,
em ratos Wistar, aumentou as concentracdes deste aminoacido, mas, ap6s o periodo de 8h de
jejum, estes niveis retornaram aos valores basais.

Cabe ressaltar que, no presente trabalho, os animais foram submetidos a jejum de 8
horas, antes da eutandsia. Acreditamos que esse periodo foi suficiente para ocasionar a
diminuicéo sérica dos ACR desses animais.

No presente estudo, foi realizada a avaliacdo da composicéo corporal dos animais, pela
analise de composicdo quimica da carcaca. Apos o periodo de DF, foi observado aumento da
gordura corporal dos animais (DT=10,73+2,91%). Ainda, os animais que foram submetidos a
RC tiveram maior reducdo da gordura corporal (DTRC=3,76x1,52; DTRC+LEU=3,5+1,64)
em comparagao aos animais que nao foram submetidos a essa intervencao.

Além disso, observou-se aumento da massa livre de gordura nos animais que foram
submetidos a RC, em relacdo aos que ndo foram submetidos a essa intervencdo. No entanto,
ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa quando avaliada a proteina da
carcaca desses animais, destacando que a massa livre de gordura corresponde aos valores de
todos os tecidos e residuos livres de lipidios, incluindo agua, musculo, osso e tecido
conjuntivo. Assim, adicionalmente, foi realizada a anélise para se verificar a quantidade de
proteina da carcaca, ndo sendo observada diferenca estatisticamente significativa. Dessa
forma, ndo podemos atribuir, & leucina, a melhora da composic¢éo corporal, pela anélise de

massa livre de gordura, tampouco pela analise de proteina da carcaca.
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Estudo aponta que a analise do contetdo de proteinas miofibrilares é considerada um
recurso a ser utilizado para analise dos efeitos da suplementacdo de aminoéacidos sobre o
balanco proteico. No estudo de Nagasawa et al. (2002), foi observada supressdo da
degradacéo proteica miofibrilar ap6s 2 a 4 horas da administracéo isolada de leucina. Alguns
estudos sugerem que, em comparacdo aos niveis de proteina citoplasmaticos, 0s niveis de
proteinas miofibrilares sdo mais responsivos a ingestdo de aminoacidos (MITTENDORFER
et al., 2005; BATES & MILLWARD, 1983).

O complexo de proteinas miofibrilares é constituido de miosinas de cadeias leve e
pesada. Dependendo das caracteristicas contrateis e metabolicas das fibras musculares,
diferentes isoformas de miosina sdo expressas. Considerando o exercicio, de endurance,
realizado pelos animais durante o experimento, procuramos estudar a expressao da miosina
mais relacionada ao tipo de exercicio, a expressdo da isoforma 7 de miosina de cadeia pesada
(MyHC-7), uma vez que esta apresenta maior associagdo com fibras musculares oxidativas
(HAEGENS et al., 2012).

No entanto, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa nos animais que
receberam a suplementacdo com leucina em relacdo aos demais. Conclui-se que a leucina,
mais uma vez, ndo foi capaz de melhorar o balango proteico muscular nesse modelo
experimental.

Estudos realizados em ratos submetidos ao exercicio de forca observaram aumento da
fosforilacdo de proteinas envolvidas nas vias de sinalizacdo da sintese proteica muscular,
como mTOR, P70S6k, 4EBP1 e eif4-e (ANTHONY et al., 2000; BOLSTER et al., 2004;
CROZIER et al., 2005). Em estudos com animais submetidos ao treinamento de endurance,
foi observado esse mesmo aumento (PASIAKOS et al., 2011). No entanto, estudos apontam
que, no exercicio de forca, observam-se maior sintese proteica e aumento da area seccional da
fibra, enquanto, no exercicio de endurance, observa-se aumento de proteinas mitocondriais
(PHILIPS et al., 1996).

Segundo estudo conduzido por Lo (2011), tanto no treinamento de forca, quanto no de
endurance, observa-se aumento da sintese proteica muscular, na fase inicial do treinamento,
isto €, em animais ou individuos que iniciaram o protocolo de TF (LOO, 2011). Nesse
sentido, a suplementacdo de aminoacidos essenciais tem se mostrado eficiente para 0 aumento
do ganho de massa muscular, devido ao aumento da sintese proteica e da diminuicdo da
degradacéo proteica. Cabe ressaltar que ndo ha estudos com suplementacdo de leucina em

ratos destreinados e submetidos a RC.
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Estudos apontam que tanto o exercicio de endurance quanto o exercicio de forca sdo
efetivos para melhora da forca e que, apos 24 semanas de destreinamento, o peso corporal e a
aptidao cardiovascular voltam ao baseline. No estudo de Lo (2011), observou-se aumento de
11,3%, na forca, em exercicio de endurance, em individuos jovens adultos sedentarios. Vale
ressaltar que esse foi o primeiro trabalho que comparou os dois tipos de exercicio em relagdo
ao DF.

No presente estudo, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa, quando
avaliada a expressdo de proteinas envolvidas na via de sintese proteica muscular, como
mTOR, P70S6k, 4EBP1 e EIF4-e, totais e fosforiladas, tampouco na relacdo proteina
fosforilada pela total.

Destaque-se que estudos de time-course mostram que o efeito da leucina na ativacéo
das moléculas reguladoras da traducdo cessa dentro de 2 a 3 horas apds a administracdo de
aminoacido ou de refeicdo (BAJOTTO, 2011).

Outra explicacdo para ndo se ter observado esse aumento da fosforilagdo dessas
proteinas seria pela falta de nutrientes em situacfes de RC, que pode ativar as proteinas
AMPK e SIRT1, que, por sua vez, podem suprimir a via da mTOR, podendo prejudicar a
sintese proteica (MCLVER, 2012).

Ainda, nesse contexto, existem diferentes sistemas de transporte que regulam o
fornecimento de aminoacidos. Os sistemas principais que influenciam a sinalizacdo da
mMTORC1 sdo os transportadores do sistema L e do sistema A. Uma vez que a fosforilacdo das
proteinas envolvidas na via de sinalizacdo da sintese proteica ndo teve alteracdo, e que
transportadores de leucina séo essenciais para a captacdo dela para ativacdo da mTOR e da
cascata de sinalizacdo de sintese proteica, foi de suma importancia a avaliacdo desses
transportadores no presente estudo. No entanto, ndo foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre 0s grupos, quando avaliados esses transportadores, apos a suplementacao
com leucina. Da mesma maneira, no estudo de Pasiakos et al. (2013), ndo observou-se
diferenca estatisticamente significativa, quando avaliada a expressdo génica desses
transportadores, em individuos submetidos & RC e com aumento da concentracdo de leucina
na dieta.

No que concerne a via de degradacdo, estudos realizados em animais submetidos a
imobilizagdo apontam que a leucina pode minimizar o catabolismo e melhorar a atrofia

muscular, pela reducéo da expressdo génica de ubiquitinas ligases, como a atrogin-1 e a
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MURF. Essas duas ubiquitinas, em situacdes de atrofia, sdo as principais a sofrerem
mudangas, sendo as mais estimuladas (BAPTISTA, 2009).

A falta de movimento e/ou de sobrecarga de um membro especifico, ocasionada pelo
desuso, pode provocar o turnover proteico negativo, ndo apenas pelo aumento da degradacéo,
mas também pela diminuicdo da sintese proteica muscular (PHILLIPS et al., 2009). Em
humanos, os modelos mais utilizados para simular o desuso séo a falta de gravidade, a
suspensdo, o0 repouso e a imobilizacdo. No presente estudo, realizado em animais, 0 modelo
utilizado foi o DF, que pode ter ocasionado o0 turnover proteico negativo, devido
principalmente ao aumento da degradacdo proteica, visto que a sintese proteica muscular ndo
foi alterada.

Estudos apontam maior expressdo génica de proteinas de degradacdo, como Atroginl
e MURF-1, apos 2 e 10 dias de imobilizacdo dos animais (GLOVER et al., 2010; BOER et
al., 2007). Em estudos com animais, que realizaram a imobilizacdo de patas posteriores dos
modelos, testes esses chamados de hindlimb, verificou-se que a suplementagdo com leucina
foi eficiente para minimizar os efeitos negativos obtidos pela imobilizacdo, como a atrofia
muscular (BAJOTTO, 2011; COMBARET et al., 2005).

No presente trabalho, as analises de expressdo de proteinas e mMRNA foram realizadas
no musculo séleo, que apresenta predominancia de fibras lentas. Essas fibras sdo as mais
recrutadas durante o exercicio de endurance, tipo de exercicio ao qual os animais foram
submetidos no presente trabalho. Além disso, 0 musculo séleo é o que sofre maior atrofia em
situacOes de desuso, como o hindlimb (MOREY-HOLTON & GLOBUS, 2002).

No presente estudo, no qual os animais foram submetidos a duas situacdes catabdlicas,
RC e destreinamento, foi observada maior expressao génica da atrogin-1, nos ratos que foram
submetidos a RC, apds o periodo de DF, apesar de ndo ter sido observada diferenca
estatisticamente significativa. Além disso, foi possivel observar que, ap6s a suplementacdo
com leucina, nos animais submetidos ao DF e a RC, ela reduziu essa expressao, mostrando,
assim, a atenuacéo da degradacéo proteica.

No presente estudo, ndo foi mensurada a sintese proteica muscular; contudo, é possivel
gue, em longo prazo, o aumento da expressao de proteinas envolvidas na sintese de proteinas
e/ou a diminuicdo da degradacdo proteica possa levar ao balanco energético positivo nos
animais, minimizando a perda de massa muscular.

Propomos que a RC pode ter prejudicado a via da sintese proteica, pela ativacéo da via

AMPK. Além disso, o tempo de jejum utilizado no experimento durante a eutanasia pode ter
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influenciado na concentracdo plasmatica desses aminoécidos nos animais. Nesse sentido,
novos estudos devem ser utilizados, para verificar as concentragbes da leucina sérica, além
dos tecidos periféricos, principalmente no masculo.

Cabe registrar que estudos realizando suplementacdo com aminoacidos apresentam
diferentes condicGes experimentais, como dose e amino&cidos utilizados, quantidade de
aminoacidos essenciais consumidos e uso inapropriado de grupos controles (placebos e
nitrogenados), duracdo e intensidade do exercicio, dentre outros, redundando em diferentes
resultados, tanto em animais, quanto em humanos. Vale ressaltar, também, que, até o
momento, ndo foi realizado estudo com suplementacdo cronica de leucina em animais

destreinados submetidos a RC.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados encontrados no presente estudo, pode-se concluir que o DF,
durante 6 semanas, promoveu aumento da massa corporal e dos coxins adiposos dos animais.
Além disso, verificou-se aumento no percentual de gordura corporal e reducdo do percentual
de massa livre de gordura nos dois grupos DT ndo submetidos a RC.

Nesse sentido, a estratégia nutricional utilizada, RC 30%, foi suficiente para melhorar
a composicao corporal, diminuindo o percentual de gordura corporal dos animais, e para
aumentar a massa livre de gordura, apesar de ndo se observar diferenca estatisticamente
significativa na analise de proteina da carcaca.

No entanto, a suplementacdo com leucina ndo foi efetiva no aumento ou na
manutencdo da massa magra. Além disso, a suplementacdo ndo alterou parametros
moleculares, como 0 aumento da expressao de proteinas envolvidas na sintese proteica
muscular, tampouco 0 aumento da expressdo de transportadores de leucina.

Porém, quando avaliadas as proteinas envolvidas na via de sinalizacdo de degradacéo
proteica, foi observada reducdo das proteinas envolvidas nessa via, com a suplementacéo de
leucina, apesar de ndo se observar diferenca estatisticamente significativa.

Contudo, a suplementagdo com leucina foi capaz de minimizar o aumento da
expressdo de proteinas envolvidas na via de degradacdo proteica, apds a RC, mesmo néo
tendo sido observada diferenca estatisticamente significativa.

Entendemos que alteracdes na fosforilacdo de proteinas envolvidas na via de
sinalizacdo de sintese e degradacdo proteica ndo confirmardo o aumento da atividade dessas
vias e, consequentemente, 0 aumento da sintese proteica e a reducdo da degradagdo no
musculo, sendo necessarias mais analises para confirmacdo desses fatos. No entanto, nossos
resultados contribuirdo para novas pesquisas, em especial nesse modelo experimental, visto
que, até o momento, poucos estudos foram realizados nessas condi¢cBes — e os resultados

desses estudos apresentam dados conflitantes.
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ANEXO 1: InformagGes para os Membros da Banca Julgadora

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pés-Graduagao

Informagoes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fard uma apresentacao oral do seu trabalho, com duragao
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca fardo a argliicdo oral. Cada examinador
dispora, no maximo, de trinta minutos para argiir o candidato, exclusivamente sobre
o tema do trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua

resposta.

2.1 Com a devida anuénda das partes (examinador e candidato), é
facultada a argiicdo na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessdo de defesa sera aberta ao publico.

4. Terminada a arglicao por todos os membros da banca, a mesma se
reunira reservadamente e expressara na ata (relatério de defesa) a aprovacdo ou
reprovacgao do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na argiiicao.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissdao
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado
na ata.

4.2 Sera considerado aprovado o aluno que obtiver aprovacao por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Ddlvidas poderdo ser esclarecidas junto & Secretaria de Pos-
Graduacdo: pafarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sao Paulo, 23 de maio de 2014.

Prof. Dr. Adalberto Pessoa Junior
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A« Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - Sio Paulo - SP
Fone: (11) 3091 3621 « Fax (11) 3091 3141 = evmuait: pgfarma@usp.br
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ANEXO 2: Parecer do Comité de Etica em Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA

CERTIFICADO

A Comissso de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo Certifica que o Projeto
“Efeito da suplementacdo com leucina sobre a expresséo de genes
e proteinas envolvidas na via da mTOR em ratos destreinados
submetidos a restricdo caldrica” (Protocolo CEUA/FCF/311), de
responsabilidade dos pesquisadores Jodo Alfredo Bolivar Pedroso e
Luciana Sigueta Nishimura sob a2 onentacao da Prof. Dr. Julio Orlando
Tirapegui Toledo, esta de acordo com as normas do Conselho Nacional
de Controle de Experimentacao Animal - CONCEA & foi APROVADO em
reuniao de 04 de abril de 2011.

Sao Paulo, 07 de abril de 2011.

_~Prof. Dr rwkm/oédSTephano

Coordenador da issdo de Etica no Uso de Animais
CEUA/FCF/USP

v, Prof_ Linew Prestes, 580 - Sioce 13 A - Cidage Universtirls - CEP GS608-500 - 540 Pauln - 59
Pooe: (11] 3091-3652 1 Fax: {11) J0WT-3877 - e-mail: coustchfiuap.or
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Janus - Sistema Administrativo da Pos-Graduagdo

Universidade de Sdo Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem valldade oficlal

FICHA DO ALUNO

9132 - 5765531/ - Luciana Sigueta Nishimura

Emaik:

Data de Nascimento:
Cédula de Identidade:
Local de Nascimento:
Nacionalidade:

Graduagao:
Mestrado:

Curso:

Programa:

Aresa:

Data de Matricula:

Inicio da Contagem de Prazo:
Data Limite para o Deposito:

Orientador:

Proficiéncia em Linguas:

Data de Aprovacio no Exame de
Qualificagio:

Data do Depdsito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovacio da
Banca:

Data de Aprovacgio da Banca:
Data Maxima para Defesa:

Data da Defesa:

Resultado da Defesa:

Historico de Ocorréncias:

luclanasn@usp.br
2211011983
RG-33.338.983-9 - SP
Estado de Sao Paulo
Braslleira

Nutricionista - Centro Universitario S&o Camilo - S8o Paulo - 8rasil - 2007

Mestre em Cléncias - Area: Nutrigio Humana Aplicada - Unlversidade de S&o
Paulo - Sao Paulo - Brasll - 2010

Doutorado

Ciéncia dos Alimentos
Nutrigao Experimental
06/12/2010
06/12:2010
08/12/2014

Profia). Dr{a). Julio Orlando Tirapegul Toledo - 06/12/2010 até o presente. E.Mail:
lrapegu@usp.br

Inglés, Aprovado em 06/12/2010

Aprovado em 28/02/2013

Ingressou no Doutorado em 06/12/2010
Marricula de Acompanhamento em 17X07/2014

Aluno matriculado no Regimento da Pés-Graduagdo USP (Resolugdo n® 5473 em vigor de 18/09/2008 até 19/04/2013)
Ultima ocorréncla: Matricula de Acompanhamento em 17/07/2014

Impressoem: 11/11/14 11:33:25

NISHIMURA, L.S.
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ANEXO 3: Ficha do Aluno (continuagao)

Fanus - Sistema Administrativo da Pés-Graduagio

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9132 - 5765531/1 - Luciana Sigueta Nishimura

EFBST57- Fundamentos de Biologa Molecular (Escola de
32 gww)snma&m Universidade de  14/02/2011 27022011 60 4 80 A N Concluida

F“&mwommmFua 01/03/2011 050472011 75 5 10 A N Colida
Pré-

FBASTZB- pprimoramento Didético 120042011 00062011 60 O O - N maticuls

indeferida

[FOMSTR: oo e Mo Thio Svpace (Faroxiads - de 23082011 14112011 120 8 915 A N Conchida

EFBs7ss. Suplementagao Nulricional Aplcada a Alvidade
" Motora (Escola de Educaciio Fisica e Esporte - 28092011 26/10/2011 60 R 100 A N  Concliida

Universidade de Sio Paulo)
Disciplinas: 0 20 21
|Estagios: -
Total: 0 20 21

Créditos Atribuidos a Tese: 167

Conceito a partir de 02011997

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédifo; R - Reprovado; T -
Transferéincia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada,

Ultima ocorréncia: Malricula de Acompanhamento em 170712014

NISHIMURA, L.S.
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ANEXO 4: Curriculo lattes

~ Luciana Sigueta Nishimura
. | Bolsista de Doutorado do CNPq

Endereco nars acessar este CV: http:/Nattescnpg br/5155272763739664
Ultima atualizagBo do curriculo m 23/11/2014

Possui graduacdo em Nutricio pelo Centro Universitaro S3o Camilo. Espedialista em Fislologla
do Exerddo pela UNIFESP, mestre em Nutrigdo Humana Aplicada pela Universidade de Sio
Paulo. Atualmente é doutoranda em Cénda dos Alimentos pela Universidade de Sdo Paulo. Tem
expenénda na area de nutrigao, atuando principalmente nos temas: nutrigendmica e blogquimica
de aminoaddos no exercicio fisico. (Texto informado pelo autor)

Identificacdo

Nome om citagbes bibliograficas  NISHIMURA, |5 NISHIMURA, LLCIANA SIGUETA

Endereco
Enderego Profissional Universidade d= S50 Paudo, Faculdage de Cidncias Farmaciuticas, Departamento
de Farméda.
Avenida Professor Lineu Prestas, 580 bloco 14
Cidade Universitisia
DS508200 - Sac Paulo, SP - Brasil
Telefones (11) 30913209
Formacao académica/titulacao
2010 Doutorado em andamento em Cléncias dos Alimentos (Conceito CAPES 7).

Universidade da S3o Paulo, USP, Brasil,
Titulo: Efeito da suplementacdo com fsucing sobre 3 expressdo (e genss &
proteinas anvolvidas na via da mTOR em ratos destreinados,
Oriantador: Q Juljo Orlando Tirapegui Toledo.
Eolsista do(a): Consetho Naconal de Desenvolvimento Cientifico & Tecnoldgico.
2008 - 2010 Mestrado em Nutricho Humana Aplicada (Conceito CAPES 3),
Universidade de S3o Paulo, USP, Brasil,
Tituda: Polimorfismo PRO1ISBLEU no gene pars 5 enzima antioxidante
dependante de s2lénio glutations permddase 1 e risco da cidnces epldermdide da
cavidade oral & orofaringe Ano de Qbtencado: 2010
Orientador: @ Thomas Prates Cna.
Bolsista ¢o{a): Conselho Nadional de Desenvolvimento Clentifico & Tecnolbglco,
2007 - 2009 Especializacdo em Fisiologia do Exercido,
Universidade Federal de S3o Paulo, UNIFESP, Brasil,
Titulo: Suplememtacio de vitaming C & vitaming E no combate do estresse
onddativo no exerciao fisico.
2003 - 2007 Graduacho em Nutriclo.
Centro Universitario 535 Camilo - Campus Pompeia, SAO CAMRLO, Brasil,
Tituto: AveliacBo antropaométrics de gestantes fisicamente stivas 2007,
Orientador: Luciana Rassl.

NISHIMURA, L.S.
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ANEXO 4: Curriculo lattes (continuacéao)

Formagao Complementar - 7 -
2003 - 2003 Monitona < Fundamentos de Quimica Orglanica. (Carga horarla: 72n).

Cantro Universitino Sio Camilo,
Atuacdo Profissional .

Universidade de S50 Paulo, USP, Drasd,

Vinculo institucional

2005 - 2007 Vincule: Tivre, Enquadrament Fundonsl: pesquisa centifica, Regime:
Dedicagio exdisiva,

Projetos de pesquisa

2010- 2014 Efeito da suplemmatacho com leuona soore 2 expressio de genes & proteinas

envolividas na via da mTOR em ratos destrainados
Situacio: Em andamento; Naturazs: Pasquiss,

Integrantas: LuGana Sigucta Mshimura - Coorderador.

2008 - Atusl Polimarfismes em genes parz engimas anticedantes dependentes de
micronutrientes, estrosse axidativo € riaco oo clincer de cabeca & pescocn
Stuagio: Em andamento; Nétureze: Pasgulss,

Integrantes: Luoana Sigueta Nishimurs - Coordenador,
2006 - 2007 IngestSo alimentar de sedénio por aduttos com hipotiroidisma e hipertiroidismo
no Estado de S3o Paule
Situacio: Concluldo; Matureza: Pasquisa,
Aluros emohvides: Graduagio: (1) / Mestrado scadémian: (13 / Doutorado: (1) .

Integrantes! Luciana Sigusta Nishimura « Integrante / Séwa Mara Francdiscato
Cozroling - Coordenador / Corla Soraya Costa Maie - Integrante / Liliane Viang
Pires - Integrant= / José Alexandre Coelha Fimentel - Integrante.
Fimincador(es}: Conssiho Nacional de Desenvalwmento Centifico = Tacnaldaleo
- Bolsa.

Outros Projetos

Estado nutriconal cdatm—ao Selénio dz pacientes com distirbios da tiradide.
Situacao; Desativode; Natureza: Outra,

Integrantes: Luciana Sigucta Nishimura - Integrante / Shivia Mana Franciscaty
Cozroling - Integrante | Carla Soraya Casta Mals - Coordenador.
Finandacar{es): Fundacio de Ampara & Pesquisa do Fstada de SSo Patdo -
Awdiic financeiro,

Areas de atuacio

- ______________________________________________________________________________________}
- NISHIMURA, LS.
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1 Grande Grea: Cilncias da Ssuce [ Aredt; Nutrigho / Sublires: Andilse Nutriconai
de Popal acio.

Idiomas o -

Inglés Compreende Raroavelments, Fala Razoawimente, L3 Razoavelments, Esoave
Razoaveiments,

Japonés Compreende Pouc, Fala Pouco, L Pouco, Escreve Pouco.

ProdugGes

Producdo bibliografica

Uvros publicados/organizados ou edicoes

1. NISHIMURA, LS ; SILVA, KG ; GARCEZ, |S | FEITOSA, MM ; AMARAL, Amainda Teomira do . 1000 Questdes
comentadas do provas © concurses tm Nutrigio. 1. ed. Salvador: Sanar, 2014, v. 1. 734p .

Capitulos de livros publicados

L *moso..an;mun,w;m,l,mj..mmmm-mm
In; Juto Tirapegui, (Ora,J. Nutrigio Fundamentos 2 Aspactos Atuass. 3ed: |, 2013, v, p, 329,

Resumos publicados em pnais de congressos

1. NISHIMURA, LS ; PEOROSO, J, A. B ; MATDS-NETO, E, M, ; TRINDADE, M, ; TIRAPEGLY, J, , Chwonic physical training -
modulates inflammatory response in haalthy adults rats. In: ACSM 5Sth Annual Maeting, 2012, San Frandisco, Medicine &
Science In Sports & Deerdsa, 2012, v, 4.

2 PEDROSO, ). A, & ; NISHIMURA, LS ; MATOS-NETO, E. M. ; MOREIRA R. L L, AZEVEDO, L & ; PECCHID, D. .
Efeito da restricdo caloric sobre variagan do peso, composico corporal e sensibilidade 3 Insuing am ratos destreinados.
In: IV Congresso Brasllelro de Metabolisme, Nutrigio e Exerrico, 2012, Londrina, 1V Congressn B-asileiro de
Matabdlismo, Maricio ¢ Exaeroida, 2012

3. PEDROSO, ). AL 8. ; NISHIMURA, LS ; MATOS-NETO, E. M. ; MOREIRA, R. L. L, ; AZEVEDO, L 8. ; PECCHIO, D.;
TIRAPEGUL, J. . Effect of 6 weeks of asrobic training on inflammation in spragus dawley rats. In: 17th annusl Conaress of
the European College of Sparts Sclencs, 2012, Bruges, Tongrass of the Eurapean College of Sparts Scence, 2012,

4. NISHIMURA, LS | PEDROSO, 1. A, B, ; MATOS-NETO, E, M, ; MOREIRA, R, L. L, ; AZEVEDO, L B. ; PECCHIO, D, ;
TIRAPEGUL, J. . Effect of lsucine supplementation on body composition in detrained rats, In: 1 Simpdsio Brasllelro de
Gandrvica Esporte, 2012, t Simposio Brasileiro de Gendmiéca Esporte, 2012,

5. PEDROSO, 1, A. B. ; NISHIMURA, LS ; MATOS-RETO, £, M. | MOREIRA, R. L L ; AZEVEDO, L. B ; PECCHIO, [ ,
TIRAPEGLI, J. . Effect of caloric restrinction in the bedy fat depots and Inflanenatory peotein in detvained rats. In: 1
Simpdsin Brasileiro de Gendmica Esporte, 2012, 1 Simpésio Srasileiro de Genbirmica Esporte, 2012,

Artigos aceitos para publicagdo

L% PEDROSD, JOAD ALFREDO B | NISHIMURA, LUCIANA SIGUETA | DE MATOS-NETO, EMIDIO MARQUES |
DONATO, JOSE ; TIRAPEGUL, JULIO . Leucine improves proteln nutritionsl status and reguiates hepatic lipid metabolism
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Apresentacdes de Trabatho

L. W¢ NISHIMURA, LS . Beta-alaning, Glutamina, BCAA & Argirine Evidénciss Cientificas . 2014, (Apresentacio de
Tranal ho/Conferlingia ou palestra ).

2. NISHIMURA, LS ; PEDROSO, J. A. & ; MATOS-NEYO, E. M. ; Cruz, CG ; PIRES, Ivanir Santana de Oliveira ;
TIRAPEGUL, JULIO . Lauone supplementation does not change expression of proteins invatved In the signaling pathways
for protedn syrthests in detrained mits under caloric restriction, 2014, (Apresentacio de Trabalho/Congresso),

3. *MUIA.IS:MMA.C.S. C. ; PIRES, L.V, ; PIMENTEL, ), A, C. ; COZZOLIND, Silvia Maria Franciscata ,
Ingestao alimentar de selénio por adufitos com hipatiraldismo e Wipertiroidismo no Estado de 530 Paulo, 2007,
(Apresentacho de Trabalho/Simpdsio).

Eventos

Earticipaciio um evantos, COngressos, axposiches e feiras
L. 15th annupl Congress of the European Coliege OF Sport Sdence. Leudine supplementation does not change
expressian of protelns involved in the signaling pathways for protein synthests in detralned rats under caleoric restriction,
2014, (Congresso),
Z 111 Meating Brasileiro de Nutric3o Esportiva. 2014, (Encontro),
3. xII Congresso Grasilelro de nutrologia, 2013, (Cangresso),
4. Coogresso Brasiieiro de nutricdo e exercicio. 2013, (Cangresso).

5. 1 Simpésio Brasilelro de Gendmica & Esporta.Effect of lzucine supplementation on body cumposition in detrained
rats; 2012, (Simpdsio).

6. 1l Congresso Paulista de Mutricio Esportiva. 2010, (Congressa).
7. 7 Congresso Internacional GSSI - Nutrigho ¢ atividade flsica: A teorla que funclona na pratica, 2010, {(Congrasso),
8. XIV COngresso Brasileiro de& Nutrologla: 2010, (Congresso),

9. VI Congresso Paudista de Nutrigdo Clinica e Vi Congresso Paulista de Nutrigho humana e ] Congresso Paulista de
Nutrigho Esportiva. 2009, (Congressa).

10. XiI Congresso Brasileiro de Nutrologia, XIit COnferEncla sobre abesidade, V Conferénaa de Direito Humano &
Alimentacio Adequada, VI Anral Meeting Internstional Colleges for Advancements of Nutrition, 2008, (Congresso).

1L 13th Intemational Meeting on Tracs Bements in Man and Animals, Andlise comparativa da determinsclio de seidnio
em dieta de padentes com hipotiroidismo & hipertiroldisme do estado de So Paudo - Brasil, 2008, (Congresso).

12, 13th International Mesting on Trace Elements jm Man and Animals, Estada nitricional refativo ao selénio em
sditos saudiivels so estado de S3o Paclo - Brasil, 2008, (Congresso),

13, Soas Priaticas de Laborstdrio, 2008, (Semindrio).
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14,
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Espectrometria de Absorcio Atdmica da Alta Resclugho, Fundamento e Aplicactes. 2008, (Simposio),
11 Curso o Blolagia Molecutar, 2008. (Outra).

9 Congresso Nacona! ds Sodedade Erasilelra de Alimentacio e Nutricio - SBAN. 2007. {Congresso).
10T Simpésio sobre Acidos Graxos & Salde, 2007, (Simgdsio).

1 Simpdsio de Pesquisa e Ensing am Nutrigendmica. 2007, (Simpdsio).

* O papel da nutrig3o no-Crescimento o desenvolviments infantil”. 2007, {Encontro).

Workshop Estilos d= Vids Sauddveis - Diets refacionada 3 prtica de atividade flsicn, 2007, (Onwara).
XIX Cangresso Brasieiro de NutrigBa, 2006, (Congressa).

TH Férum de discussbes "Consumo allmentar de miconutrientes™. 2006, (Outra).

Curso Pré-Congresso 1 "Atualizacio em Nutrig3o Esportiva”. 2006, (Outra).

11 Congresso Paulista de Nutricdo Humana. 2005, (Congressol

111 Congresso Paulista de Nutrigio Clinica, 2005, (Congresso),

Palastra "Uma treve reviso sobee o3 alérgenos de arigem alimentar’, 2005, (Dutra),

111 Férum Nacional Support de Atualizacio am Diabetes. 2005, (Outre),

Curso Nutricio e Esporte: umid abordagem blogumica. 2005, (Outra).

11 Curso Prético de Nutrige Espartiva RGrutri. 2005, (Cutra),

Trelnaments em Base de Dados, 2005, (Oura),

Modulo de Educagso Contimuada - Nutricso Clinice. 2005, (Gutra).

Workshop: " NutrigBo Esportlva: Hidratacia e Suplementagio na Atlvidade Fisica”, 2004. (Outra),

VI SIMPONUTRI - A Sustentatilidade ds Quatidads de Vida. 2003. (Simpdsio),

Phgira gerada pelo Sistems Curriculo Lattes em 24/11/2014 s 16:06:26

marere oureem

119

NISHIMURA, L.S.



ANEXO 5: Artigo cientifico publicado

CELL BIOCHEMISTRY & FUNCTION
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Cell Biochem Funct 2014:; 32: 326-332.

Published online 11 December 2013 in Wiley Online Library
(wileyonlinelibrary.com) DOI: 10.1002/cbf.3017

Leucine improves protein nutritional status and regulates hepatic lipid
metabolism in calorie-restricted rats

Jodio Alfredo B. Pedroso'”, Luciana Sigueta Nishimura'. Emidio Marques de Matos-Neto®, Jose Donato Jr.2
and Julio Tirapegui'*

Dfpwmqul'wd Science and Experimental Nutrition, Faculty of Pharmacentical Sciences, University of Sdo Paulo, Séo Paulo, Brazil
Depnmml of Physiology and &qﬂnnrx Institute of Biomedical Sciences, University of Sdo Paulo, Sdo Paule, Brazil
Dqtamnmltffel!wdc. hory | Biology, Institute of Biomedical Sciences, University of Sdo Paulo, Séo Pawlo, Brazil

Several studies have highlighted the potential of leucine supplementation for the of bolsc diseases mcluding type 2 diabetes and
obesaty. Calonc restriction is 3 common approach 10 mpeove the health i diabetic and obese subjects. However, very few studies assessed the
effects of lkeucine supph jon in calon ted anemals. Rats were subjected 10 a 3095 calone-restricted diet for 6 weeks 1o sty the effeas

E—

i proliferator activated receplorsa and glucose-t-phosph h
supplementation increased the liver upmmuf J-hydmy}ﬂw&)l-glnwyl-CuA reductase (HM(rLuAbmhmam!mdmgmmry
clement-hinding transcription (actor 1. A leucine-rich et dunng calonic restriction preserved whole body protein mass and improved markers
of protein ansbolism. In addtion, leucine modulated the hepatic ipid metabolism. These results mdicate that ncreased keucme mtake may be
useful in pr ave in waste mn conditions of large weight Joss. Copyright © 2013 Joha Wiley & Sons. Lid.

= ¥

KEY WORDS—branched-chan amino acuds; inlerleukin-6: caloric restriction; 1GF-1: albumi I

INTRODUCTION

Amino acids are essential nutrients that serve as substrates mlnwmkofmhcmwm%m
for the synthesis of proteins and many other molecules. In umours, which is a condition resembling cachexia™ In
addition, the carbon skeletons of the amino acids can be  “ddition. postprandial stimulation of muscle protein synthesis
important sources of energy and glucose. Some amino acids
also possess ergogenic propertics, which makes them possible
therapeutic nutritional supplements. Among all amino acids,
the branched-chain amino acid keucine has received special
mmnnonbewxscornxsahmymmmulachmrmsymhcszs 5
andlonﬂeumcmbolm"Ccﬂshmnluumsmwdm ton

(mTORCI)-signalling pathway as a function of leucine
availability.> mTORCTI acts as a key regulator of protein trans-
lation.* Therefore, leucine repeesents an important mutritional

mTORCI conplcx. Several studies have investigated whether
leucine supplementation is able to improve protein balance dur-
ing catabolic conditions. For instance, a leucine-supplemented

*Corespoadence toc Julio Tirapegm, Dep of Food Sci and

ExpmmnﬂNanlndPhtmmdSchumyd
S4o Panlo, 580, bloco 14, Sio Paulo 05508900, Brazil

E.muil: tisapegu@asp be

Copyright © 2013 Joha Wiley & Soms, Lad.

tation improves glucose and cholesterol

consuming a high-fat dice."*"” Finally. several studies have
highlighted the therapeutic potential of leucine supplementation
furdtpt:\'ammnmumntofmﬂnlxdtmsuchas
type 2 disbetes mellitus and obesity. ™' However. despite
the fact that calone restriction is the most widely used non-
pharmacological method to improve health in diabetic and obese
subjects, very few studies have evalusted the consequences of
leucine supplementation in calone-restricted animals. Thus, the
objective of the present sty was to determine whether
increased leucine intake has a positive impact on protein status
and Tipid metsholism markers in s subjected 10 o 30%
calore-restnicted diet.
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